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I.INTRODUCAO

A atividade farmacéutica tem tido uma constante evolugao ao longo dos tempos. No
século XV, a atividade do farmacéutico comunitario regia-se a preparagao oficinal de
medicamentos ou de substancias medicamentosas. Ao longo dos anos, a profissao evoluiu,
sendo que nos dias de hoje, sao inUmeras as fun¢oes desempenhadas pelo farmacéutico
comunitario. Desde 1994, a Organizagao Mundial de Saide (OMS) descreve os farmacéuticos
como “os profissionais de saide mais acessiveis ao publico.”', sendo que a importincia da
profissio tem tido um crescimento exponencial. O farmacéutico desempenha um papel
bastante interventivo e crucial na sociedade, sendo que é bastante ampla a quantidade de
fungoes que o mesmo desempenha, desde o acompanhamento farmacoterapéutico do utente,
a prestacao de cuidados de saiude primarios de forma a garantir o maximo de qualidade,
eficacia e seguranga, até a administragao de medicamentos e determinagao de parametros
bioquimicos®.

Sao inlmeras as saidas profissionais que um farmacéutico pode escolher, no entanto,
segundo a Ordem dos Farmacéuticos (OF), o farmacéutico comunitario é “a face mais visivel

da profissao’

. Para além do farmacéutico ter uma posicao aliada ao Servigo Nacional de Saude
(SNS), tem uma posigao ativista na promogao da utilizagao responsavel do medicamento, assim
como na adogdo de estilos de vida mais saudaveis®. Desta forma, e nos dias de hoje, o papel
do farmacéutico abrange muitas outras atividades para além da dispensa de medicamentos,
sendo que constitui um pilar fundamental para o total funcionamento do sistema de salde”.

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC) é organizado em 5 anos, sendo que a Ultima etapa do plano
de estudos consiste na realizacdo de um estagio curricular em Farmacia Comunitaria. Este
estagio € um elo de ligagao da componente teorica lecionada ao longo destes 5 anos, com a
componente pratica que na atividade farmacéutica é tao preponderante. Desta forma, o
estagio revela ser uma forma importantissima para consolidar todos os conhecimentos
adquiridos ao longo do curso, assim como uma excelente oportunidade para adquirir novos
conhecimentos.

O presente relatério pretende descrever o Estagio Curricular em Farmacia
Comunitaria que tive a enorme honra de realizar na Farmacia Isabel Folhas (FIF), em Coimbra,
sob atenta orientacao da Dra. Isabel Maria Fresco Costa Folhas, Diretora Técnica da mesma.
O estagio teve inicio dia 9 de janeiro de 2023 e término dia 21 de abril de 2023, tendo uma

duragao total de 672 horas.
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2. ANALISE SWOT

No presente relatorio, irei realizar uma reflexao critica sobre o meu estagio na FIF,
expondo os conhecimentos que adquiri, as atividades que realizei e as observagoes que
considero pertinentes. Desta forma, e tal como preconizado nas “Normas Orientadoras de
Estagio do MICF”, irei realizar uma andlise SWOT, acrénimo das palavras Strenghs, Weaknesses,
Opportunities e Threats. Estes quatro pardmetros tém como objetivo ajudar-me a fazer uma
avaliagao pessoal dos fatores internos e externos que caracterizaram e influenciaram o meu
estagio. Desta forma, esta analise ira comtemplar pontos fortes e pontos fracos (fatores
internos) desta fase para a minha formagao, assim como ira destacar os pontos que considero

oportunidades e ameagas (fatores externos) para o meu desempenho.

2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Localizacdo e Inclusio da Farmacia na Comunidade Local

A FIF encontra-se localizada na Rua Carolina Michaellis, na S6lum, no coragao da cidade
de Coimbra. Esta é considerada uma zona bastante diversificada, pois para além de ser uma
zona residencial, € também uma zona onde se localizam também varias Escolas Secundarias e
o Instituto Politécnico de Coimbra, assim como varios locais de comércio e lazer. Desta forma,
a localizagao da FIF coloca esta farmacia num local de destaque e estrategicamente bem
posicionada face ao utente, sendo que a heterogeneidade de utentes e a sua elevada afluéncia
devem-se ao facto de que ao seu redor se localizarem varios estabelecimentos publicos com
uma elevada percentagem populacional, assim como pelo facto de ser uma zona residencial
bastante acolhedora e agradavel. Perante esta localizagcao de exceléncia, foi bastante notério
que ao longo do meu estagio curricular consegui contactar com utentes de varias classes
etarias (de jovens a idosos) e com varios graus de literacia, permitindo realizar atendimentos
bastante diversificados e personalizados. Aleado a um servigo de salde publica de exceléncia
que procurei executar, considero que este foi um dos pontos fortes do meu estagio curricular,
na medida que cada dia foi uma constante aprendizagem profissional, intelectual e nao menos
importante, pessoal, uma vez que o contacto direto com o publico nos ensina muito sobre o
comportamento humano e apela a muitos sentimentos interpessoais, como a compreensao, a
responsabilidade e preocupagao pelo proximo.

Estando a FIF localizada no coracao da cidade de Coimbra e numa zona mais residencial,
e apesar da heterogeneidade de faixas etdrias que a farmacia recebe diariamente, a populagao
que frequente regularmente a farmacia é de certa forma bastante homogénea, uma vez que a

FIF prima pela proximidade e ligagdo com a populagao envolvente. Esta caracteristica impar
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torna o atendimento muito mais préoximo do utente, o que me permitiu criar uma ligagao mais
proxima com o mesmo, o que na minha otica é bastante importante para o utente, uma vez
que este se sente mais familiarizado e acompanhado frequentemente, mas também para o
farmacéutico, permitindo ao mesmo desempenhar um atendimento mais personalizado.
Sendo a Solum uma zona de elevada percentagem populacional, localizam-se também
varias outras farmacias nesta zona, o que poderia ter sido um obstaculo para a realizagao do
meu estagio curricular. No entanto, este fator nao foi de todo um fator negativo, uma vez que
o servico de exceléncia prestado na FIF, assim como o seu espirito distinto e Unico, que
também me foi incutido, permitem a fidelizagao de um enorme nimero de utentes na mesma,

sendo que a concorréncia que existe nesta zona nao é tao notoria.

2.1.2. Equipa Técnica - Integracdao, Acompanhamento e Formacao Continua

Um dos pontos fortes que destaco no meu estagio de Farmacia Comunitaria (FC), &,
sem duvida, a equipa técnica, uma vez que a mesma se mostrou totalmente disponivel e
prestavel, desde o primeiro dia do meu estagio.

A equipa da FIF é composta por nove pessoas, sendo que cada um dos elementos
colaborou sempre no meu processo de aprendizagem, ajudando-me a aplicar os
conhecimentos adquiridos durante os 5 anos de formagao teorica e a superar todas as
dificuldades sentidas diariamente. A FIF tem uma organizagio de exceléncia, estando cada
elemento encarregue de iniUmeras tarefas bem distintas que culminam na maximizagao das
potencialidades de cada um, de forma a atingir-se uma maior rentabilidade de cada fungao
inerente a FC. Desta forma, todas as duvidas que senti no meu dia-a-dia eram facilmente
esclarecidas, uma vez que sabia a que profissional me dirigir de acordo com as minhas duvidas
e necessidades.

Sendo uma equipa bastante completa e experiente, senti-me acompanhada desde o
primeiro dia, para que rapidamente me tornasse confiante e autonoma. Nas primeiras semanas
comecei a desempenhar tarefas de BackOffice, um periodo bastante importante no meu
estagio para me sentir mais contextualizada e integrada, tanto relativamente a equipa, como
relativamente as fungoes que teria de desempenhar num futuro préximo. Quando cumpri os
objetivos propostos no BackOffice, passei a ser acompanhada por um dos farmacéuticos no
atendimento ao balcao. Este foi um acompanhamento excecional, que me permitiu aprender
tudo sobre o programa SIFARMA® e ter um primeiro contacto com o publico, sendo este
contacto introduzido de forma mais indireta e mais confortavel para mim como estagiaria,

permitindo-me aproximar dos utentes de forma gradual. Passadas algumas semanas, comecei
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a atender ao publico, e foi neste momento onde senti mais o apoio extraordinario por todos
os elementos da equipa, tanto por toda a disponibilidade prestada que senti sempre que tinha
alguma duvida, como também por toda a sabedoria que fizeram questao de me transmitir para
que conseguisse prestar um servigo de exceléncia. Enquanto futura profissional de saude, a
equipa da FIF contribuiu, sem duvida alguma, para o meu desenvolvimento pessoal e
profissional, incentivando-me a ser autonoma, responsavel e ensinando-me diariamente a
prestar um servigo de extrema qualidade e a consolidar os meus conhecimentos previamente
adquiridos. Desta forma, e em jeito de concluir este topico, tenho de agradecer a todos os
colaboradores da FIF por todo o acompanhamento que me deram ao longo dos 4 meses do

meu estagio, tornando-me numa profissional de saide melhor.

2.1.3. Diversidade das Fun¢6es Desempenhadas

Outro ponto forte que destaco no meu estagio €, sem duvida, a diversidade de tarefas
que pude desempenhar. A FIF esta habituada a receber estagiarios ja ha varios anos, pelo que
ja existe um plano definido que nos permite executar as varias tarefas de forma cronolégica.

Tendo em conta que o trabalho de um farmacéutico comunitario nao se prende apenas
ao atendimento ao publico, realizei outras tarefas prestadas pelo farmacéutico, como o
Armazenamento e Recegao de Encomendas, Servigos Farmacéuticos de Promocao de Salde,
Preparacao de Medicamentos Manipulados e por fim Dinamizagao do Espago e Participagao

em Formagoes, que de seguida irei abordar detalhadamente.

e Armazenamento e Rececao de Encomendas: Nas primeiras semanas do meu estagio, a
funcao que desempenhei prendeu-se com a recegao e posterior armazenamento de
encomendas. Desta forma, pude comegar a familiarizar-me com os varios medicamentos,
marcas, associar os nomes comerciais aos principios ativos e recordar as indicagoes e

dosagens dos mesmos. Nesta fase, pude contactar e gerir encomendas didrias, geridas

pelo SIFARMA®, onde tive a oportunidade de compreender a gestio de stocks, a diferenca
entre o Preco de Venda a Farmacia (P.V.F.) e o Preco de Venda ao Publico (P.V.P.), a
problematica dos medicamentos esgotados e a gestao das diferentes distribuidoras
farmacéuticas nacionais. Este foi um periodo fulcral, pois compreendi o impacto que uma
boa gestao de encomendas pode ter no funcionamento da farmacia, uma vez que os stocks
devem ser compativeis com as necessidades dos utentes da farmacia, de forma a que os
mesmos se sintam continuamente satisfeitos. De seguida, procedia ao armazenamento
dos produtos, sendo esta uma etapa importantissima para a rapidez do atendimento e

para a gestao de stocks. Desta forma, os produtos eram organizados de acordo com a
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sua procura e validade, de modo a serem facilmente localizados e de forma a escoar
primeiro os produtos com um prazo de validade mais curto. Todo este processo €
bastante facilitado na FIF devido a aquisicdo de um robot, que pelas suas dimensoes,
armazena praticamente todos os Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM) e
alguns dos Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM), sendo o excedente
exposto nos lineares ao longo da farmacia, assim como arrumado por categorias no
armazém. Desta forma, a minha fungao passou por colocar os MSRM e alguns dos MNSRM
no robot e arrumar os restantes nos devidos locais destinados aos mesmos.

Servicos Farmacéuticos de Promog¢ao de Saude: A FIF presta variados servigos

farmacéuticos, desde consultas de nutrigao e podologia, até a medigao de peso e tensao
arterial. Nestes momentos, tive oportunidade de praticar a técnica de medigao de tensao
arterial, assim como também contribui para a consciencializagao da importancia de uma
mudanca de estilo de vida através de melhores habitos alimentares e pratica de exercicio
fisico. Estes eram momentos que me aproximaram bastante aos utentes, uma vez que se
executam num espago privado dedicado ao utente, mas também me permitiram melhorar
as minhas técnicas de comunicagao. Por fim, o meu sentido de alerta foi também
desenvolvido para detetar valores mais alterados, muitas vezes provocados pela nao
aplicagao de medidas nao farmacologicas e nao adesao a terapéutica.

Atendimento ao Publico: O atendimento ao publico foi, sem duvida, a tarefa que mais

realizei, revelando ser a tarefa mais desafiadora e exigente durante o meu estagio. Desde
cedo, a observagao do atendimento foi bastante incentivada, uma vez que este é o

momento em que me comecei a familiarizar com o modulo de atendimento do

SIFARMA®, com o discurso que deveria ter com os utentes durante o ato do
aconselhamento farmacéutico, assim como com a interpretagao de receitas médicas
manuais. Posteriormente, comecei a fazer os atendimentos acompanhada e sé mais tarde
executei esta tarefa totalmente sozinha, tendo sido um percurso bastante natural e
sabendo que poderia sempre abordar qualquer membro da equipa para solicitar ajuda.
Nesta fase, compreendi a importancia de manter o espirito critico aquando da analise de
uma receita médica, percebi a necessidade de explicar a importancia da adesao a
terapéutica, assim como de alertar para a importancia de cumprir com as indicagoes
prestadas pelo médico e pelo farmacéutico para que o medicamento possa ter o seu
devido efeito terapéutico. Existem certos medicamentos onde estes pontos sao bastante
notorios, como € o caso da dispensa de um antibidtico, onde a mesma deve ser
acompanhada por um alerta sobre o facto da necessidade de tomar o antibiotico sempre
as mesmas horas e até ao fim da embalagem. Para além destes pontos, consegui perceber
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a enorme frequéncia na procura de medicamentos de certos grupos farmacologicos e na
importancia que existe em alertar o utente para os cuidados especiais que deve ter
aquando da toma destes medicamentos. Para além da dispensa de medicamentos
prescritos, foram muitas as situagoes onde o utente se dirigia a farmacia a procura do
aconselhamento farmacéutico. Nestes casos, primeiramente recolhia todas as
informagoes necessarias para um aconselhamento mais dirigido e sensato, como a idade
da pessoa, os medicamentos que toma e patologias que ja possua. Posteriormente, focava-
me nos sinais e sintomas que apresentava e descrevia, e a gravidade e duragao dos
mesmos. Tendo em conta todos os dados recolhidos, prestava entao o meu
aconselhamento que poderia passar por 3 situagoes diferentes: um aconselhamento com
medidas nao-farmacoldgicas, a introdugao de um MNSRM apresentando as varias opgoes
de tratamento e explicando as varias posologias, e por fim, caso se tratasse de uma
situagdo mais complicada e para que a mesma fosse acompanhada de forma mais
pormenorizada, dirigia o utente ao médico. Caso cedesse o MNSRM, procurei sempre
explicar corretamente a posologia de modo a haver adesao a terapéutica, sendo que por
vezes, no final de cada atendimento, pedia ao utente para que voltasse a farmacia para nos
dar o feedback da resposta ao tratamento. Desta forma, o atendimento ao publico revelou
ser um desafio diario que procurei sempre melhorar, tentando assimilar o que me era
ensinado de novo, aplicar os meus conhecimentos previamente adquiridos na faculdade e
prestar um atendimento de qualidade, demonstrando empatia e interesse para com o
utente que tinha a minha frente, adaptando-me a cada caso.

Preparacao de Medicamentos Manipulados: A FIF possui o servico de formulagao de

medicamentos manipulados. Desta forma, nestes momentos, pude por em pratica os meus
conhecimentos de Farmacia Galénica e de Tecnologia Farmacéutica, uma vez que
desenvolvia diversos medicamentos no laboratorio presente na farmacia, assim como
tinha de calcular o prego de cada medicamento manipulado (Anexo 2 e 3). Esta foi mais
uma das atividades enriquecedoras que desempenhei, apesar da sua frequéncia ser baixa,
uma vez que o numero de opgoes terapéuticas é cada vez maior, e consequentemente o
numero de prescricoes e pessoas que se deslocam a farmacia e precisam de um
medicamento manipulado é cada vez mais reduzida.

Dinamizagao do Espago e Participagao nas Formagoes: Os profissionais da FIF procuram

organizar o espago da farmacia de forma acolhedora, com boa visibilidade e sinalizagao
dos varios produtos e marcas. A montra é reformulada regularmente, de forma a atualizar
periodicamente a populagao acerca das promogoes a decorrer e a enfatizar certas

celebragoes anuais como o Natal e a Pascoa, épocas festivas em que a FIF costuma
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desenvolver atividades de solidariedade para ajudar locais em Coimbra com a contribuigao
de alimentos. Desta forma, pude frequentemente colaborar na elaboragao das montras e
dos lineares, e aplicar os meus conhecimentos de Marketing Farmacéutico, assim como
de Organizacao e Gestao Farmacéutica, pelo que considero que esta atividade foi também

um dos pontos fortes do meu estagio.

2.1.4. Autonomia e Responsabilidade

No decorrer do meu estagio, senti que todos os elementos da equipa da FIF me foram
incutindo o sentido de autonomia e responsabilidade, para que de forma bastante rapida me
sentisse confiante nas fungdes que desempenhava. Quer a autonomia como a responsabilidade
foram bandeiras que procurei adquirir, uma vez que considero ambas as caracteristicas fulcrais

para qualquer fun¢ao que irei desempenhar no futuro farmacéutico.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Descredibilizagcao Sentida por Parte dos Utentes

Ao longo dos tempos, a FIF tem recebido varios estagiarios, pelo que a presenga dos
mesmos na farmacia é algo bastante comum para os utentes. Na maioria das vezes, os utentes
demonstravam compreensao no atendimento, referindo o niumero da ficha para mais
rapidamente consultar os seus dados ou até mesmo alertando-me para o facto de possuirem
planos de complementaridade com o SNS.

No entanto, alguns utentes nao se sentiam a vontade para ser atendidos por um
estagiario, por sentirem que se trata de uma pessoa mais inexperiente. Assim, por vezes, alguns
utentes solicitavam ser atendidos por um membro efetivo, ou até mesmo por um farmacéutico
especifico, negando o atendimento por parte de uma estagiaria. Um dos exemplos mais
notorios desta pouca confianga por parte do utente, era a ddvida que demonstravam acerca
do pre¢o do medicamento que iriam levar, quando o comparavam com o prec¢o que referia
no guia de tratamento.

Esta situagao nao foi muito recorrente, e por isso sinto que na maioria das vezes tive
a oportunidade de dar a minha opiniao e fazer o meu aconselhamento de forma auténoma,
demonstrando ao utente confianga nos meus conhecimentos, e por sua vez sentir confianga

por parte dos utentes em mim enquanto futura profissional de salde.
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2.2.2. Plano de Estudos do MICF

O plano curricular do MICF na FFUC prima pela diversidade de conteldos lecionados,
o que nos garante a aquisi¢io de uma enorme diversidade de conhecimentos aplicaveis em
varias areas essenciais para a nossa carreia enquanto farmacéuticos. Contudo, com o decorrer
do meu estagio verifiquei algumas lacunas no mesmo.

Enquanto estagiaria, fui diariamente confrontada com inlimeras areas sobre as quais
me sentia bastante confiante em aconselhar, como Dermofarmacia e Cosmética, no entanto,
em outras areas do conhecimento sentia bastante dificuldade em aconselhar, devido a falta de
conhecimentos que tinha sobre as mesmas. Destaco as areas de produtos de dietética e
suplementos alimentares e também a area de veterindria. Para além disso, senti um enorme
desconhecimento ao nivel de adesivos, material ortopédico, seringas e todos os outros
produtos relacionados com esta area, que por sua vez sao de extrema importancia, uma vez
que muitas pessoas recorrem a farmacia a procura dos mesmos e principalmente a procura
de um aconselhamento acerca do tratamento de feridas, algo que nao é lecionado ao longo
do nosso plano de estudos.

Assim, destaco a necessidade de alargar e especificar o conhecimento nestas areas,
sendo interessante a resolugao tedrica e pratica de casos clinicos que possam retratar a

realidade do dia-a-dia nas farmacias comunitarias.

2.2.3. Determinacao de Parametros Bioquimicos

Um dos pontos fracos que destaco no meu estigio foi a impossibilidade na
determinagao de parametros bioquimicos. Considero que a medigao dos valores de glicémia
e colesterol total sao medigoes muito procuradas por muitos utentes, o que me ia permitir
desenvolver tanto as minhas técnicas de medicao como poder contribuir para a
consciencializagdo da importancia de manter um estilo de vida saudavel, assim como ter
habitos alimentares equilibrados e praticar exercicio fisico. No periodo do meu estagio
curricular, a FIF nao tinha os equipamentos necessarios para fazer estas medigoes, o que me
impediu de desenvolver competéncias nesta area. Considero, entao, que a impossibilidade de
executar estas medigOes e interagir com os utentes nesta vertente, foi um ponto fraco no

meu estagio.

2.2.4. Carreira Profissional

Por fim, o Ultimo ponto fraco que considero é a carreira profissional de um

farmacéutico comunitario, uma vez que a profissao nao tem uma evolugao de carreira muito
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apelativa. Desta forma, considero que nao existe um futuro relativamente a carreira dos
farmacéuticos, o que por consequéncia, resulta em trabalhadores desmotivados e insatisfeitos.
Infelizmente, esta é a realidade do nosso pais relativamente a FC, o que me entristece bastante,
assim como o facto da profissio ser cada vez mais desvalorizada pela sociedade, algo
lamentavel visto que é uma profissao importantissima para a saude publica e de elevado
contacto com a sociedade.

Este € um ponto bastante importante e que deveria ser tema de discussao em diversas
palestras na Faculdade de Farmacia, de forma a incentivar os estudantes a seguir esta profissao

e a entusiasma-los relativamente ao seu futuro profissional.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Inovagdo Tecnolégica dos Equipamentos e Servicos Prestados

A FIF possui dois sistemas de tecnologia que permitem rentabilizar o tempo de
atendimento: o Robot e o Cash Guard.

O robot permite o armazenamento de um grande nimero de medicamentos,

maioritariamente MSRM, e esta ligado ao sistema SIFARMA®, permitindo uma maior
rentabilizagao do espago da farmacia, assim como um maior controlo das validades, humidade,
temperatura e luminosidade dos medicamentos, o que diminui a frequéncia de erros nos
inimeros atendimentos. Assim, considero-o uma oportunidade do meu estagio, pois permitiu-
me ganhar tempo com o utente durante o atendimento, que de outra forma seria gasto a
procurar o medicamento correto, € minimiza também o risco de ceder o medicamento
errado.

Para além desta tecnologia, a FIF possui também o sistema de cash guard que armazena
e regista todos os movimentos feitos por cada colaborador nos pagamentos em numerario.
Assim, esta tecnologia facilitou bastante os pagamentos e devolugoes durante o atendimento,
diminuindo o tempo de espera por parte do utente e os erros que poderiam ocorrer no

calculo do troco.

2.3.2. Diversificagdo do Acompanhamento Farmacoterapéutico Prestado ao

Utente

Ao longo dos 4 meses em que estagiei na FIF, senti que foi uma enorme oportunidade
ser confrontada com situagoes clinicas muito diversificadas, uma vez que estando esta farmacia
localizada no coragao da cidade de Coimbra, é frequentada por muitas pessoas de classes

etarias variadas. Desta forma, senti que perante estas situagoes, tive de realizar um
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atendimento farmacoterapéutico adequado ao problema de salide da pessoa que tinha a minha
frente. Esta diversidade de atendimentos permitiu-me evoluir enquanto profissional de saide
e estar em constante aprendizagem, algo bastante desafiante e completo. Para enriquecer este
topico, apresento no Anexo |, 5 exemplos de casos praticos reais com os quais tive contacto
durante o periodo de estagio, de forma a demonstrar a minha intervengao na diversidade de
aconselhamentos que realizei.

Perante isto, concluo que o estagio foi uma enorme oportunidade para crescer a nivel
profissional e me preparar para o mundo do trabalho, visto que foram iniUmeras as pessoas
com quem contactei durante os 4 meses de estagio. Para além desta caracteristica que
desenvolvi, o estagio faz-nos crescer e evoluir também a nivel pessoal, uma vez que nos

tornamos mais sensiveis a certos problemas de salde.

2.3.3. Dermocosmética e Suplementos Alimentares

O plano curricular do MICF é bastante extenso e completo, contudo, a farmacia
comunitaria acarreta um conjunto de dreas bastante amplo e sobre as quais durante a minha
formagao tedrica foi impossivel de aprofundar alguns conceitos, principalmente a nivel pratico.

Uma das oportunidades que mais senti foi, sem duvida, a facto de poder adquirir novos
conhecimentos praticos em Dermocosmética e Suplementos Alimentares, uma vez que a FIF
possuia grandes lineares destas duas areas, com uma variedade grande de produtos e marcas.
Este tipo de produtos foi diariamente solicitado durante os atendimentos que realizei, pelo
que inicialmente senti uma grande dificuldade em reconhecé-los e a fazer um atendimento de
qualidade e completo. Com todo o apoio que senti por parte da equipa técnica, e algum estudo
e esforgo para reter o maximo de informagao possivel, comecei a conseguir aconselhar varias
marcas e produtos com confianca e destreza. Desta forma, pude desenvolver melhor os
conhecimentos que tinha nestas duas areas, pondo em pratica o que me ensinaram ao longo

do plano de estudos do MICF.

2.3.4. Formacio Continua

A FIF prima pela sua atualizagao, aquisicao de novos produtos e realizagao de
formagoes individuais e em grupo para que o farmacéutico possa relembrar conhecimentos e
estar a par das ultimas novidades existentes no mercado.

Desta forma, a participagao nas diversas formagoes externas e internas que a farmacia
recebia foi, sem duvida, uma enorme oportunidade, uma vez que eram os momentos onde

adquiria um maior conhecimento dos produtos que a farmacia adquire, assim como recordava
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determinados conhecimentos cientificos aprendidos na faculdade. Para além disso,

contribuiram para o aprimoramento das minhas técnicas de aconselhamento. Destaco, assim,
diversas formagoes de indUstrias e/ou gamas de produtos como: Fluimucil®, Voltaren®,

Dextazin®, Lafemidia®, Skinceuticals, Vichy, Corega, BioActivo, entre outras.

2.4. Ameacas
2.4.1. Sazonalidade do Periodo de Estagio

O meu estagio curricular teve a duragao de 4 meses, tendo inicio dia 9 de janeiro e
término dia 21 de abril. Desta forma, passou-se essencialmente no periodo de inverno,
apanhando apenas | més da primavera. As esta¢oes do ano influenciam bastante a procura e
a compra de certos medicamentos e produtos disponiveis para venda na farmacia. Desta
forma, considero que a sazonalidade do periodo de estagio teve bastante impacto na minha
experiéncia relativamente a certos medicamentos e produtos, sendo que considero esta uma
ameaga para a realizagao do meu estagio.

Um exemplo desta categoria de medicamentos, sao os descongestionantes nasais e as
pastilhas para a garganta seca, irritada ou até inflamada. Esta categoria de produtos vende-se
essencialmente no Inverno, uma vez que é neste periodo que aumenta o nimero de pessoas
constipadas e com gripe. Por outro lado, os protetores solares é outra categoria bastante
preponderante na FC que se vende mais ao longo do Verao, logo nao tive oportunidade de
contactar tanto com esta categoria de produtos.

Desta forma, concluo que o periodo sazonal quando realizei o meu estagio curricular
de FC influenciou a minha experiéncia no atendimento e aconselhamento de certas categorias

que se encontram a venda em FC.

2.4.2. Medicamentos Esgotados e Aparecimento de MNovas Indicacoes

Terapéuticas

No decorrer do meu estagio curricular, foram varios os medicamentos que se
encontravam esgotados, o que acabou por se tornar uma ameaga ao meu estagio. Dentro dos
inimeros medicamentos que se encontravam esgotados durante o meu estagio, os exemplos
mais marcantes sio o Ovestin’ e o Ozempic®. No primeiro caso, o principio ativo que compoe
este medicamento € o estriol, uma hormona importante para o tratamento da atrofia do trato
genito-urinario inferior relacionada com deficiéncia estrogénica, nomeadamente secura
vaginal. Este foi um caso bastante alarmante, uma vez que existe um elevado niumero de
mulheres que utilizam esta opcio terapéutica’. O outro exemplo é o Ozempic’, um
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medicamento composto pelo principio ativo Semaglutido. Este medicamento é utilizado no
tratamento de adultos com Diabetes Mellitus tipo 2 insuficientemente controlada, adjuvante a
dieta e ao exercicio®. Muitos médicos, utilizam este medicamento em off-label no controlo da
obesidade. Esta nova indicagao terapéutica foi uma das causas que provocou a falta deste
medicamento na FC, o que originou uma enorme falha terapéutica para os diabéticos e os
obrigou a utilizarem outro antidiabético, apesar de na maioria dos casos o controlo da doenga
nao se verificar de forma tao notoéria. Para além destas duas situacoes, o alarido era tanto
entre utentes, farmacias comunitarias e social media, que muitos utentes confundiam estes dois
medicamentos, apesar de terem indicagoes completamente diferentes.

Estas situagoes acabam por causar um enorme descontentamento no utente e
prejudicaram o meu atendimento, criando assim uma desvalorizagao no meu papel enquanto

estagiaria e até do proprio medicamento por parte do utente.

2.4.3. Locais de Venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM)

Segundo o Decreto-Lei n.° 134/2005 de 16 de agosto, € permitida a venda de MNSRM
em locais de venda fiscalizada (a semelhanga das farmacias) pela agéncia reguladora do
medicamento nacional, o INFARMED, I.P., uma vez que o Governo reconheceu que estes
locais proporcionaram um maior acesso aos medicamentos’. Desta forma e tendo em conta
que estes locais encontram-se atualmente espalhados por inUmeras superficies comerciais e
supermercados, estd a aumentar o nimero de clientes e fidelizagdes destes espagos,
constituindo assim uma forte ameaga nas vendas da FC e consequentemente do meu estagio
enquanto farmacéutica comunitaria. Para além da ameaga econdémica, o aconselhamento
farmacéutico é algo muito procurado pela sociedade, e ao contrario do que acontece na
maioria destes estabelecimentos, este aconselhamento é muito completo na FC. Desta forma,
e tendo em conta a falta deste aconselhamento, muitas pessoas deslocam-se a farmacia para
receber todo o apoio prestado pelo farmacéutico, sendo que muitos a seguir deslocam-se a
um destes locais para comprar o produto, desrespeitando o trabalho do farmacéutico. Para
além desta consequéncia, estes locais promovem a automedicagdo sem qualquer
aconselhamento, o que podera originar algumas situagoes de risco na salde dos utentes.

Concluo que a existéncia e propaganda dos locais de venda de MNSRM constituem
uma enorme concorréncia para a FC e poderao promover atitudes desrespeitosas e de risco

para os utentes.
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2.4.4. Impossibilidade na Dispensa de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

(MSRM) para Situa¢oes Minor

Por fim, a dltima ameaga que considero aquando da realizagdo do meu estagio
curricular, é a impossibilidade da dispensa de MSRM para situagdes minor, situagoes onde o
farmacéutico poderia intervir sem a necessidade do utente se deslocar ao hospital, diminuindo
desta forma o trabalho do SNS. Existem inimeras situagoes minor na FC, sendo que as infegoes
urindrias sao um exemplo destas. A maioria destas infe¢oes trata-se com um antibidtico de
acao local. Muitas pessoas chegam a farmacia e queixam-se de uma pressao enorme na zona
da bexiga e possivel comichao na zona genital. Estas situagdes poderiam ser facilmente
resolvidas pelo farmacéutico, onde o utente realizava um teste de urina na farmacia para
confirmar que estava colonizado com alguma bactéria que estaria a provocar a infegao urinaria,
e de seguida, seria prescrito e cedido o medicamento pelo farmacéutico, diminuindo a carga

dos hospitais e do SNS.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Ao concluir o meu estagio curricular na FIF, destaco a importancia do farmacéutico na
prestagio de servicos de saude de qualidade a populagio. De facto, o farmacéutico
comunitario representa uma enorme importancia para a sociedade, uma vez que sao muitas
as pessoas que recorrem ao farmacéutico em |? linha em situagoes de urgéncia, para
esclarecer duvidas e em busca de respostas acerca da sua medicagao, ou simplesmente a
procura de uma palavra amiga. Desta forma, revela-se de extrema importancia o farmacéutico
manter o seu espirito critico ativo, estando aberto a novas aprendizagens, assim como investir
diariamente na sua formagao. Assim, o farmacéutico representa a ponte entre a vertente
cientifica e a comunidade.

Reconhego que o estigio em FC se afirmou como uma das vertentes mais
enriquecedoras do meu percurso académico, uma vez que proporcionou a aplicagao dos
conhecimentos adquiridos ao longo de 5 anos de muitas aprendizagens, assim como permitiu
transpo-los para o contexto de trabalho de um farmacéutico no mundo real. Durante 4 meses,
vivenciei e experienciei a realidade farmacéutica na sua plenitude: desde a desvalorizagao do
farmacéutico e banalizagado do medicamento até a gratidio nos pequenos gestos, da
complexidade de trabalhar em equipa até a capacidade de me moldar perante uma diversidade
enorme de utentes. Todas as competéncias que desenvolvi e adquiri a nivel pessoal e

profissional vao, sem duvida alguma, contribuir para um futuro mais promissor no mundo

farmacéutico.
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Aproveito para deixar uma palavra de agradecimento a todos os colaboradores da FIF
que de seguida irei nomear: a Dra. Isabel, ao Dr. Antonio, a Dra. Susana, a Dra. Nélia, ao Dr.
Hugo, a Dra. Zaida, a Dra. Carolina, ao Joaquim e ao Antonio — Um muito obrigada por todos
os ensinamentos, todas as aprendizagens, toda a paciéncia e por todos os bons momentos que
fizeram este estagio ser ainda mais enriquecedor. Sou hoje uma pessoa melhor, mas espero
poder ser um dia tao especial como vocés.

Em suma, e olhando para todo o percurso que percorri durante estes 4 meses, posso
concluir que foi um estagio muito completo e desafiante, e que me tornou uma pessoa melhor
tanto a nivel profissional como a nivel pessoal, algo que posso dizer com toda a certeza que
s6 no estagio de farmacia comunitaria se aprende e, principalmente, se sente. Espero
ansiosamente pela préoxima etapa, com toda a certeza que todos estes ensinamentos irao

acompanhar para sempre a minha carreira profissional.
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5. Anexos

5.1. Anexo | - Casos Praticos

Nos presentes anexos, serao descritos alguns casos reais de aconselhamento
farmacéutico nos quais tive de aplicar os meus conhecimentos tedricos a realidade durante
um atendimento, aconselhando MNSRM, outros produtos de saide e medidas nao

farmacologicas.

5.1.1 Caso Pratico |: Dor de Garganta e Tosse com Expetoracido

A utente A, do sexo feminino e com 34 anos, dirige-se a farmacia com queixas de dor
de garganta e tosse, queixando-se também da garganta irritada. Comecei por questionar a
utente se ja tinha tomado algum medicamento para a dor de garganta, a qual me respondeu
negativamente. De seguida, questionei se a tosse tinha expetoragao, ao que me respondeu
que sentia algo que “vinha do peito”, concluindo assim que era tosse com expetoragao. Por
fim, e relativamente a garganta irritada, percebi que esta estava relacionada com os dois
sintomas anteriores. Depois de perceber melhor os sintomas que estava a sentir, questionei
a utente se tomava alguma medicagao croénica, a qual me respondeu que apenas tomava a pilula
Sibilla™®. A utente nio se queixava de dores no corpo, febre ou outro sintoma respiratério.

Desta forma, e para aliviar os sintomas que apresentava, aconselhei a toma de
Paracetamol 500mg para aliviar as dores de garganta que referia, aconselhando também que
caso esta situagao de dor evolui-se para febre deveria intercalar com Ibuprofeno 400mg. O
Paracetamol é um analgésico de exceléncia, muito utilizado para o alivio de dores % enquanto
o Ibuprofeno é um anti-inflamatério muito indicado em situagdes de inflamagio '°. Para a tosse
com expetoragio aconselhei a toma de Fluimucil®, um expetorante mucolitico e antioxidante

composto por N-acetilcisteina''. Por fim, complementei estes dois medicamentos com o

aconselhamento da toma de umas pastilhas, as Strepsils® por exemplo, para aliviar a irritagio
na garganta que sentia'’.
A medida que fui apresentando os medicamentos que deveria tomar, fui aconselhando

a forma correta como deveria tomar cada medicamento. O Paracetamol deveria tomar de 8

em 8 horas °, assim como o Ibuprofeno, intercalando estes dois medicamentos ' O Fluimucil®

deveria tomar | comprimido por dia, de preferéncia depois de almogo para reduzir o

desconforto no estdmago causado pelo comprimido efervescente ''. Por fim, aconselhei a

toma das pastilhas, que deveriam ser tomadas em cada 2 ou 3 horas, conforme o necessario

12

25



Relatorio de Estagio de Farmacia Comunitaria

Por fim, aconselhei a utente a beber bastante dgua no periodo em que esta a tomar o

Fluimucil®, uma vez que ajuda na libertagao do muco ",

5.1.2. Caso Pratico 2: Sarna

A utente B, do sexo feminino e com 30 anos, liga para a farmacia a questionar se na
FIF faziamos medicamentos manipulados, uma vez que tinha uma receita com um medicamento
manipulado para o seu filho que se encontrava com sarna. Depois de pedir todas as
informagoes necessarias para a preparagao de um medicamento manipulado, procurei nos
registos da farmacia o protocolo de como deveria preparar este medicamento. Tendo em
conta que ainda nao tinhamos preparado nenhuma vez este medicamento, recorri a Cimpi
para me informar de como seria o protocolo para a preparagao deste medicamento (Anexo
2).

O medicamento manipulado em questao era uma pomada de enxofre. Esta pomada é
essencialmente composta por vaselina e enxofre, sendo ainda muito prescrita pelos médicos
para o alivio dos sintomas provocados pela sarna, nomeadamente o prurido muito intenso. A
sarna € mais comum no Inverno, provavelmente devido a uma maior aglomeragao e contacto
entre as pessoas, bem como a maior sobrevivéncia dos dcaros no tempo mais frio. Atualmente
ainda existem muitos médicos a prescrever este medicamento, uma vez que as opgoes
terapéuticas existentes na farmacia nao sao muitas e as existentes nao tém resultados tao
benéficos .

Preparei o medicamento manipulado, segundo o protocolo anexado e de seguida
calculei o prego deste mesmo medicamento, tendo em conta os varios fatores necessarios,
como a forma farmacéutica do medicamento manipulado (Anexo 3).

Quando a utente se deslocou até a farmacia para vir buscar o medicamento, referi a
forma como deveria aplicar o creme, sendo que o mesmo deve ser aplicado e mantido durante
24 horas, lavado e reaplicado durante 3 dias consecutivos. Para além destes avisos, informei
também a mae de algumas medidas nao farmacologicas como a toma de banho pouco
frequente e com agua morna, a utilizagao de roupa de algodao de forma a diminuir o prurido

e a utilizagdo individual de toalhas e objetos pessoais de forma a diminuir a transmissao .

5.1.3. Caso Pratico 3: Higiene Oral

O utente C, do sexo feminino e com 22 anos, dirige-se a farmacia com multiplas aftas

na boca, queixando-se que tem sentido um constante desconforto nos ultimos dias, sem sentir
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melhoras aparentes. Para além deste sintoma, refere também que se tem sentido bastante
cansada nos ultimos dias, devido a época de exames que enfrenta nesse mesmo momento.
Primeiramente e depois de perceber que a utente ainda nao tinha recorrido a nenhuma

medida farmacoldgica, aconselhei dois produtos para que melhorasse rapidamente: Tantum®

14

Verde, um colutério para fazer a desinfecao da boca 2 a 3 vezes por dia %, e Cicalium®, um

spray da Elgydium indicado para aftas que deve ser colocado 3 a 4 vezes por dia "°. O colutério

mais aconselhado nesta situagio é o Tantum® Verde, uma vez que um dos seus componentes

€ a benzocaina, um componente com agao anestésica que ira aliviar a sensagao de incomodo

que o utente se queixa '*. Relativamente ao Cicalium®, optei pelo spray em vez do gel, a forma
farmacéutica mais comum para esta situagao, uma vez a aplicagao do spray abrange uma area
maior da boca, sendo desta forma mais facil de aplicar e mais eficaz para utentes que tém
inimeras aftas no mesmo momento ".

Por ultimo, aconselhei a toma de um multivitaminico, como por exemplo o Win Fit®,
para repor as vitaminas e minerais que o utente possa precisar, e que de certa forma justificam

o cansago que se queixou no inicio do atendimento '¢.

5.1.4. Caso Pratico 4: Kit de viagem

O utente D, do sexo masculino e com cerca de 40 anos, chega a farmacia bastante
apressado, pedindo-me inUmeros medicamentos para diversas situagoes que aparentemente
nao se interligavam. Com o decorrer do atendimento, rapidamente percebi que o utente iria
fazer uma viagem a india no dia seguinte, precisando de levar consigo varios medicamentos de
forma preventiva.

Desta forma e para levar consigo um Kit de Viagem completo, comecei por referir a
necessidade de levar consigo Paracetamol e Ibuprofeno, ambos para uma possivel dor de
cabega ou de barriga, febre ou outra situagdo possivel de causar inflamagio'®.

De seguida, e tendo em conta os alimentos tipicos deste pais, aconselhei levar Imodium
Rapid®, UL-250° e Dioralyte®. Todos estes medicamentos sdo necessarios em caso de uma

gastroenterite. O Imodium Rapid® 2mg comprimido orodispersivel, cujo principio ativo é a
Lorepamida, estd indicado para casos de diarreia aguda e cronica, atuando na redugao do
peristaltismo propulsivo. Este composto aumenta o ténus do esfincter anal, reduzindo a
incontinéncia e a sensagao de urgéncia. Tendo em conta o seu mecanismo de agao, alertei o
utente que deveria tomar 2 comprimidos em situagoes de urgéncia e | comprimido apés uma
dejecao diarreica, devendo evitar ao maximo o seu uso excessivo, uma vez que ira ser

prejudicial nas gastroenterites, visto que o agente patogénico ird permanecer no organismo.
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Avisei ainda para o facto de se tratar de um comprimido orodispersivel e que por isso deve

ser dissolvido na boca através da saliva '’. Para repor a flora intestinal, e depois deste possivel

episodio ira ficar alterada, aconselhei a toma do UL-250®. Este medicamento é formulado na
forma de capsulas e deve ser tomado 3 vezes por dia '®. Para evitar situagdes de desidratacio,

aconselhei o utente a manter uma boa ingestao de liquidos para hidratar e repor eletrdlitos,

para auxiliar, aconselhei a toma de Dioralyte®, um medicamento composto por glicose, cloreto
de sddio, cloreto de potassio e citrato dissodico. Estes compostos estimulam a absorgao de
agua e eletrélitos e previnem a desidratagao que a diarreia podera provocar. Deve ser ingerida
| saqueta apos cada dejegao, dissolvendo a mesma em agua, para evitar situagoes mais graves
de desidratagao e fraqueza. Caso os sintomas nao passassem dentro de 2/3 dias ou houvesse
febre, deveria consultar um médico urgentemente "°.

Por fim e tendo em conta que a India é um pais com bastantes mosquitos, aconselhei

o utente a levar um anti-histaminico oral, o Telfast® 120mg (composto por fexofenadina) para
aliviar o prurido intenso que podera sentir com as picadas destes insetos. Devera ser tomado
| vez por dia e de preferéncia ao deitar, uma vez que poderia causar sonoléncia *°. Sugeri ainda
levar um repelente de insetos de aplicagao topica, que se encontram comercializados na forma
de sprays, roll-on e pulseiras. Estes repelentes tém na sua composigao componentes de origem
natural, como a citronela, ou de origem sintética, como o DEET (N, N -dietil-m-toluamida),
composto presente no Previpiq®. Optei por escolher o Previpig® com 50% de DEET, uma vez
que o mais aconselhado para a utilizagdo em paises tropicais e expliquei que o repelente
deveria ser aplicado nas zonas expostas e/ou roupa e que a aplicagao deveria ser renovada de
acordo com as informagoes disponibilizadas na embalagem para esse efeito. Como medidas
nao farmacoldgicas, deveria evitar cogar a zona da picada e, no caso de aparecerem bolhas,
nio as deveria rebentar *'.

Por fim e tendo em conta que se dirigiu a farmacia por pedido da sua esposa, pediu-
me para avaliar se estava a comprar todos os medicamentos necessarios para as situagoes
mais recorrentes que podem acontecer neste pais, ao qual respondi afirmativamente alertando
também para algumas medidas nao farmacoldgicas, como nao beber 4gua ser estar engarrafada
e evitar comer alimentos frescos sem estarem cozinhados, uma vez que a india é um pais onde
nao existe um controlo restrito na qualidade da 4gua e deste tipo de alimentos, estando estes

muitas vezes contaminados com parasitas, podendo provocar inimeras infegoes.
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5.1.5. Caso Pratico 5: Dermocosmética

A utente E, do sexo feminino e com 65 anos, dirige-se a farmacia a procura de uma
nova linha de cosméticos para implementar na sua skin care. Desta forma, e tendo em conta a
que o fator sensorial é bastante importante nestes produtos, pedi para se dirigir a zona da
farmacia onde se localiza a cosmética, onde dei continuidade ao meu atendimento.

Primeiramente analisei a pele da senhora para aconselhar uma linha de cosmética mais
adequada. Esta utente apresentava uma pele mais madura e seca, com alguns sinais de
envelhecimento, como rugas e algumas manchas. Apds esta primeira analise e tendo em conta
que existem inumeras linhas de cosméticos na FIF, questionei a senhora se tinha preferéncia
acerca da marca, a qual me respondeu negativamente. Tendo em conta esta resposta, optei
por escolher a linha de menopausa da Vichy, denominada por Neovadiol. Esta linha é composta
por um creme de dia e um creme de noite, para pessoas em fase pré-menopausa e pos-
menopausa. Inclui também um sérum e um creme para contorno de olhos. Desta forma,
aconselhei estes 4 produtos a utente e expliquei que deveria aplica-los pela seguinte ordem:
sérum, creme de dia, creme para contorno de olhos e a noite, depois de fazer a limpeza da
sua pele, deveria aplicar o creme de noite. Reiterei ainda a importancia de colocar protetor
solar, uma vez que este projete a nossa pele de um dos seus maiores agressores, o sol, e referi

que deveria aplica-lo apés a aplicagio do creme didrio®.
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5.2. Anexo 2 - Ficha de Preparacao do Medicamento Manipulado
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Caro Dr. Pedro

Na sequéncia da sua questao, descreve

) -se abaixo uma formulagao, com preparagao manual ou em
omogeneizador mecanico, sendo que

A - para esta Glima podera excluir a vaselina liquida. O enxofre &
vaimente utilizado de 5% a 10% no tratamento da escabiose, sendo a dosagem mais habitual a de 6%.

Pomada de Enxofre a 6% (m/m)

NOTA: Recomenda-se a Preparacao de cerca de 50 g por pessoa e por aplicacio, dependendo da sua superficie

’ corporal.

Eormula galénics:

Constituintes Quantidade

Enxofre sublimado ou precipitado *

69
Vaselina liquida (preparagio manual) gb.(426q)
Vaselina branca ou filante Qbp 100 g

tanto a nivel das suas

icas fisica-quimi de il ©OMO No seu uso e concentragdes lerapéuticas. No entante, o
enxofre sublimado & menos téxico do que o enxofre precipitado, ja que apresenta um grau de divisdo menor, pelo que
preferencialmente, o composto de enxofre a utilizar deve ser o enxofre sublimado.

* Enxofre sublimado (; subli depuradg, flor de enxofre) & I ao enxofre precipitad

Cuidados de manipulagao:

Manipular o enxofre ao abrigo da luz (enxofre & fotessensivel) e da humid. ( fre ¢ hi 6

Técnica de preparagdo (manual);

1. Em recipiente previamente tarado, pulverizer o enxofre e adicionar a q idade
vaselina liquida, de modo a obter uma dispersdo homogénea;

2. Pesar a mistura anlerior de modo a determinar a quantidade necessaria de vaselina filante, de modo a
completar a massa de 100 g;

3. Pesar a vaselina filante;

nec aria de

4. Espatular a dispersao anterior numa porgao de volume equivalente de vaselina filante;
5. Adicionar porgdes homogéneas da restante quantidade de vaselina, sob espatulagao;

hitps /imail google ¢ 07ik=6a7 & h=all&

1%3A16608664222660967038 simpl=msg-{%3A 16608664 "r
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Jatular até obtengao de pomada de coloragao amarela homogenea.
% froceder a0 controlo de qualidade (ver Formulario Gulenico Portugués, Cap. 3.1. Panto 7 ou consultar abaixo
Outros esclarecmentos’).

8 Embalar e rotular

Técnica de preparagdo (mecanica).

1. Previamente, registar os seguintes pesos (taras a utilizar durante @ preparagao e no contralo de qualidade)

a) Recipiente de homogeneizador mecanico, com tampa;
b) Recipiente de homogeneizador mecanico, sem lampa:
¢} Recipiente de homogeneizador mecénico, sem tampa e com hélice,

Pesar 10 g de vaselina branca, para o recipiente de homogeneizador mecanico;
Pesar o enxofre directamente para 0 mesmo recipiente;
Adicionar a mistura contida no homogeneizador mecanico
o enxofre (perfazendo cerca de 20% da vaselina);

Fechar o frasce e misturar a velocidade elevada (ex.. 1500 rpm durante 1');
ta uma coloragao amarela homogénea;

mais 10 g de vaselina branca, de modo a cobrir

>

-
o

Abrir o frasco e verificar se a mistura obtida apresen

@ :

o Se necessario misturar a velocidade elevada (ex.- 1500 rpm durante 1),

Directamente para o recipiente de homogeneizador mecanico, pesar a restante quantidade de vaselina

~N

branca (de modo a completar a massa de 100 g):

+echar o frasco e misiurar a velocidade elevada (ex.: 1500 rpm gurante 3');

Deixar repousar cerca de 30" {de modo a evitar sobreaguecimento da mistura);

10. Misturar a velocidade elevada (ex.: 1500 rpm durante 37

11. Deixar repousar cerca de 30 (de modo a evitar sobreaguecimento da mistura);

12 Misturar a velocidade elevada (ex.: 1500 rpm durante 3

13. Abrir o frasco e verificar se & mistura obtida apresenta uma coloragao amarela homogénea;

© ®

o Se necessario misturar a velocidade elevada (ex.: 1500 rpm durante 3');

14. Proceder ao contrelo de qualidade (ver Formulario Galénico Portugués, Cap. 3.1, Ponto 7 ou consultar abaixo

) “Outros esclarecimentos”);
15. Embalar e rotular.

condicionamento

Accndicionamenfo:

Embalagem estanque € opaca, ao abrigo da luz e em local fresco e seco.

Prazo de ullizagas:
N3o se encontram descritos estudos de estabilidade para este manipulado. Assim, podemos atribuir, de acordo
com as normas gerais de atribuigao de prazos de utilizagio aos medicamentos manipulados da Farmacopeia

Americana (descritas na USP 42), um prazo de utilizagao de 20 dias.

plasearch=alidpermthid=thread-12A16608664222660967038simpl=msg-! %3A16608654.. 217
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tem aplicagao topica na dermatite e como parasiticida no tratamento da sarna, pitiriase e tricofitase E
%0 em concentragdes de 5 % em eczemas cronicos, secos e escamosos, 5-10% em tratamento de acne.

<abiose, pitiiase, seborreia e dermatofitoses e de 10 a 20% em hiperqueratose, ictiose e psoriase muito
escamosa

Podera tambem ser ulilizado isoladamente ou em associagdo com resorcina, acido salicilico e outros produtos
com acgd@o sinérgica, ou com protectores e adstringentes como o oxido de zinco e calamina.

Cuidados na aplicagao:

Evitar o contacto com os olhos, boca e mucosas

Nao usar em criangas com de 2 anos, to se houver prescrigao médica e justificacao clinica.

P

Especificos do Tratamento para a Escabiose

< Instrucoes correctas e pormenorizadas ao doente;

- Sem necessidade de banho quente prévio, deve aplicar-se uma fina camada em toda a superficie
corporal, desde o pescogo até aos pés. incluindo as palmas e plantas, com especial alengao aos espacos
inlerdigitais, punhos. unhas das méos e pés (corlar as unhas previamenle e aplicar nas unhas e debaixo
das unhas), cotovelos, axilas, mamas, gluteos, zena periumbilical e genilal {ndo aplicar nas mucosas- ex.:
mucosa genital e anal).

- Em bebés e criancas de menor idade (até aos 2 a 5 anos, idade varia conforme os autores), em idoscs
e em doentes imunodeprimidos deve incluir -se © couro cabeludo, face, pescogo e orelhas, Evitar o
contacto com os olhos.

A pomada de enxofre & aplicada durante 3 noites consecutivas, retirando-se o0 medicamento pela
manha (8h a 12h depois) com banho.

- Se o doente aplica a pomada nele proprio ndo deve |avar as maos depois da aplicagao (nem durante
pelo menos 8h, se lavar reaplicar a pomada), se for aplicado por outro este deve usar luvas descartaveis.
Nio levar as maos a boca ( usar prolecgdo), dada a toxicidade deste farmaco. Tomar banho apenas no
dia seguinte (8h a 12h depois da aplicagao).

. Deve ser efectuado o tratamento topico simultaneo de todos os contactantes corporais e do agregado

familiar, mesmo que ndo revelem prurido ou erUpgao cutanea
- Geralmente é repetido o lralamenlo apoés 1 semana (varidvel entre diferentes autores).

Na escabiose norueguesa, deve ainda considerar que as crostas que caem da pele dos doentes,
permilem que 0s acaros presentes neslas crostas sobrevivam durante dias no ambiente, pelo que as
mesmas devem ser adequadamente eliminadas do meio ambiente (lapetes e mobilidrio aspirado e o saco
do aspirador devera ser eliminado imediatamente, fechado num saco hermético).

4 Cuidados Nao Farmacologicos

Lavar a roupa usada antes do tratamento (roupa do corpo. da cama, adere¢os de vestuario, efc.) no
ciclo quente a 60° e secar a roupa a quente duranle 20 minulos ou passar muilo bem (insistir nas dobras)

a roupa a ferro quente.

sarch=al&permthid=thrcad {9334 16608664 222660967038 simpl=msg-1%3A 16606664 37
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« modo, sequindo o disposto no n.7. da Parte Il do Anexo a Portaria n° 594/2004, a Farmacia deve efectuar

o minimo os seguintes ensaios de verificagdao ao produto semi-acabado, imediatamente antes do seu
acondicionamento e rotulagem:

¢  Avaliagdo das caracteristicas organolépticas (ex.: aspecto, cor, odor e sabor (se aplicavel), etc.);

*  Avaliagéo da conformidade do produto semi-acabado com a definigao em Farmacopeia Portuguesa 9. para a

forma farmacéutica preparada;

. Verificagao da massa ou volume final da preparagao multidose, cujo valor deve corresponder a quantidade
ou ao volume prescrito, admitindo-se um desvio que ndo ullrapasse nem por excesso, nem por defeito 5% da

quantidade ou volume prescrito e rotulado, ou seja, +5% face ao prescrito/ rotulado.

Sempre que necessario, s@o ainda efectuados os seguintes ensaios nao destrutivos:

Forma Farmacéutica Ensaio

q Formas farmacéuticas sélidas Uniformidade de massa (quando aplicavel * )

Formas farmacéuticas semi-solidas, multidose pH {quando aplicavel ** )

Solugoes nao estéreis Transparéncia/ Particulas em suspensao (guando

aplicavel *** )

pH (quando aplicavel ** )

Suspensdes nao estéreis pH (quando aplicavel ** )

* Aplicavel a formas farmacéuticas solidas, em dose unitaria,
** Quando o valor de pH ¢ especificado como ensaio a realizar:

e . na monografia da formula oficinal, inscrita no Formulario Galénico Portugués (compéndio aceile
pelo INFARMED);

« ounamonografia genérica de forma farmacéutica, inscrita na Farmacopeia Portuguesa 9;

. ou sempre que as indicagbes compendiais descrevem o valor de pH como um factor critico para
a estabilidade da substancia acliva e/ou do medicamento manipulado.

*++ Aplicavel a solugoes, cujos excipientes sejam, tal como a substancia activa, soliveis no solvente.

Os resultados destes ensaios de verificagdo sdo registades pelo operador na respectiva ficha de preparagao do
medicamento manipulado. Estes ensaios de verificagdo sao supervisionados pelo Farmaceutico (supervisor). que
aprova ou rejeita o medicamento manipulado, conforme os resultados obtidos, registando na respectiva ficha de
preparagao a sua avaliaggo final, devidamente rubricada. A Direcgdo-Técnica da Farmacia deve executar ou
supervisionar o controlo de qualidade ou, no minimo, aprovar a ficha de preparagao e a informagao nesta
redigida, libertando assim o lote de medicamento manipulado para dispensa ao utente. A aprovacao pela
Direcgao-Técnica da Farmacia devera ser adequadamente validada, com rubrica/ assinatura e data, pelo
farmacéutico director-lécnico

hitps ffmail google comimailiul07ik=6a7126deS18view=pt8search=alispermihid=ihread-I73A16608664222660067038simpl=msg %, IA16608664 517
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A roupa que ndo pode ser lavada a quente deve ser mantida fechada em saco hermético durante 4

=~ dias.

Todos os cremes, desodorizantes e outros produtos que tenham contactado com a pele do individuo

infectado. devem ser rejeitados.
Deslaca-se ainda a seguinte informagao:

6. Infection Control Precautions

If scabies is suspected in a hospitalised patient, please contact the Infection

Control Team for advice.

and crusted scabies in healthcare facilities

contacl and for 24 hours following
er the first application of treatment.

When caring for people with both typical
disposable gloves should be worn during
treatment. Individuals should be isolated until aft

loves and gowns (with long sleeves)

If crusted scabies is suspected. disposable g
bies should be isolated until after the

should be worn. Individuals with crusted sca
completion of the full course of treatment.

I The spread of classical scabies without direcl person-to-person contact is rare.
However, the recovery of live mites from chairs and couches in the homes of
patients with scabies supports the use of environmental measures. All carpets and
upholstered furnilure should be vacuumed, and the vacuum bag immediately
discarded. Ideally, clothes, bed linen and towels should be machine washed at 60°C
and machine dried the day after the first trealment. The mites die quickly at
temperatures »55°C’. Iltems that cannot be laundered may be kept in a sealed
plaslic bag for at least 48 1o 72 hours or in a freezer at -20°C for 72 hours.

Reacgoes Adversas!

A aplicagao prolongada pode originar secura cutanea, irritagéo da pele e dermatite.

Cuidados na aplicacso;

’ O enxofre pode manchar a roupa € possui um cdor caracteristico desagradavel.

Esta formulagao nao foi testada laboratorialmente no LEF

Qutros esclarecimentos

Controlo de Qualidade

A Farmacia deve proceder a todas as verificagoes necessarias para garantr a adequada qualidade final do
medicamento manipulado. Estas verificagdes sao efectuadas segundo a legislagao aplicavel e cumprindo anda
es inscritas na monografia do Formulario Galénico Portugués (compéndio aceite pelo Infarmed)
aradas formulas oficinais, bem como as especificagdes das monografias genéncas de

as especificagd
sempre que Sac prep
formas farmacéuticas, inscritas na Farmacopeia Portuguesa 9.

ttps {imail google comimailiui07ik=6a7126deSt&view=ptasearch=alispermthid=thread 19, 3A16608664222660967038sImpl=msG-1%3A 16608664 s
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5.3. Anexo 3 - Calculo do Preco do Medicamento Manipulado
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LISTA DE ABREVIATURAS

BCL-2 - B-Cell Lymphoma 2

FFUC - Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
INFARMED - Instituto Nacional da Farmacia e do Medicamento, I.P
LLC - Leucemia Linfocitica Cronica

LMA - Leucemia Mieloide Aguda

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

NHLs - Linfomas Non-Hodgkin

SWOT - Strenghs, Weaknesses, Opportunities e Threats
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I.INTRODUCAO

Desde o inicio do meu percurso académico na Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra (FFUC), compreendi que o papel do farmacéutico nao passa apenas pela farmacia
comunitaria. Desta forma, desde cedo percebi que gostaria de envergar por outras areas do
medicamento e compreender melhor o ciclo do medicamento. Ao longo dos meus 5 anos de
curso desenvolvi inlmeras competéncias em diversas areas do medicamento, no entanto a
Tecnologia Farmacéutica e o Marketing Farmacéutico suscitaram em mim bastante interesse e
curiosidade. Desta forma, percebi que o meu futuro no mundo farmacéutico teria de passar
por estas areas de conhecimento. O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
prepara-nos para a integragao no mercado de trabalho nas variadas saidas profissionais, através
da aquisicao de uma grande diversidade de conhecimentos e a consciencializagao das varias
areas farmacéuticas, desde a farmacia comunitaria, farmacia hospitalar, industria farmacéutica,
analises clinicas e investigagao cientifica.

O MICF da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) é organizado
em 5 anos, sendo que a ultima etapa do plano de estudos consiste na realizagao de um estagio
curricular em Farmacia Comunitaria e noutra area do medicamento. Esta dualidade de estagios
destaca a FFUC a nivel nacional pelo facto do seu plano de estagios ser mais abrangente e
completo. De acordo com os meus interesses e competéncias, optei por realizar o meu
segundo estagio na Industria Farmacéutica. Deste modo, propus-me a realizar um estagio
curricular na AbbVie, no departamento de Oncologia.

A possibilidade de estagiar na AbbVie foi sem duvida alguma uma oportunidade unica,
abrindo-me inimeras portas para o meu futuro profissional, assim como me permitiu
conhecer um pouco do que é o mundo da IndUstria Farmacéutica.

O presente relatorio pretende retratar o Estagio Curricular em Industria Farmacéutica
experienciado privilegiadamente por mim, o qual teve inicio a 2 de maio de 2023 e posterior

conclusao a 28 de julho de 2023, na AbbVie, sob atenta orientagao do Dr. Rui Rodrigues.

2. ABBVIE

A AbbVie é uma empresa Biofarmacéutica com foco no desenvolvimento de novos
medicamentos com vista a proporcionar um impacto notavel na qualidade de vida do doente,
o centro de toda a investigagao desta empresa. Da mesma forma, melhorar o acesso aos
medicamentos comercializados pela AbbVie, tal como inovar para dar resposta aos maiores e
mais dificeis desafios cientificos e médicos, mostram-se ser também os principais objetivos

desta farmacéutica'.
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Embora a AbbVie tenha sido langada recentemente, apresenta uma histéria de
crescimento bastante duradoura com origem numa empresa farmacéutica, a Abbott, fundada
em 1888. Em janeiro de 2013, a AbbVie foi fundada como uma empresa Biofarmacéutica
independente da Abbott, com a qual continua a partilhar uma histéria em comum e fortes

perspetivas para o futuro. A partir desta separagao, verificou-se uma evolugao notavel com a

aprovagio do primeiro medicamento criado pela AbbVie, o Humira®, direcionado para o
tratamento da Hepatite C, disponibilizado em Portugal em 2014 e comparticipado em 2018
Em 2019, foram disponibilizadas trés novas terapéuticas que abrangem as seguintes patologias:
Psoriase, Doenca de Parkinson e Leucemia Linfocitica Cronica (LLC). No ano seguinte, além
da disponibilizagao da terapéutica para a Artrite Reumatoide, ocorreu a aquisicao da Allergan,
o que permitiu englobar uma enorme variedade de novas areas terapéuticas, assim como o
extenso portfélio desta empresa.

Desta forma, as areas de foco terapéutico desenvolvidas nesta Biofarmacéutica sao a
Oncologia, Imunologia, Virologia, Neurociéncias e Oftalmologia, assim como Medicina Estética
devido a aquisicao da Allergan. Devido a intervengao predominante nestas dreas terapéuticas,
a AbbVie garante o tratamento de mais de 60 condigoes terapéuticas, o acesso dos doentes
aos seus produtos em mais de |75 paises, o que permite que mais de 62 milhoes de doentes

possam ser tratados todos os anos com os diferentes medicamentos desenvolvidos'.

3. ONCOLOGIA NA ABBVIE - UMA AREA DE ENORME POTENCIAL E
ASCENSAO FUTURA

Na AbbVie Portugal, a area da Oncologia foca-se essencialmente na area de
Hematologia, abrangendo essencialmente trés situagoes clinicas: Leucemia Linfocitica Croénica

(LLC), Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e Linfomas Non-Hodgkin (NHLs). Tem como centro

um medicamento comum, o Venclyxto®, o qual tem como principio ativo o Venetoclax e como
mecanismo de agao, o bloqueio da proteina BCL-2, essencial para as células sobreviverem e

expressa em abundancia nas células cancerigenas, contribuindo desta forma para a destrui¢ao

das mesmas e para o controlo da doenga’. Em breve sera aprovado o Tepkinly®, o qual tem
como principio ativo o Epcoritamab, um anticorpo biespecifico com afinidade dupla para o
recetor CD3 das células T citotdxicas e para o recetor CD20 das células tumorais,
contribuindo desta forma para a sinalizagao e destruicao das células tumorais.

O meu estagio curricular foi realizado no Departamento de Oncologia, na area de
Marketing, estando também em permanente contacto com a area de Medical Affairs, Regulatory
e Market Acess. A equipa de Oncologia é constituida por uma equipa de doze pessoas: Inés
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Camacho, Rui Rodrigues, Pedro Mendonga, Joana Ferreira, Diogo Baia, Claudia Patrocinio,
Francisco Fernandes, Raquel Vilas, Claudia Pinto, Ana Bras, Pedro Branco e Antonio
Rodrigues. Ao longo do meu estagio, tive oportunidade de desempenhar essencialmente
fungoes na area de Marketing, sendo que tive também a oportunidade de contactar com o
trabalho dos Delegados de Informagao Médica. Desta forma, o meu estigio foi bastante
completo e enriquecedor, sendo que a possibilidade de contactar com esta area terapéutica —
a Oncologia — e a sua realidade médica foi, sem duvida, uma enorme oportunidade para o

inicio da minha carreira profissional como farmacéutica.

4. ANALISE SWOT

No presente relatério, irei realizar uma reflexao critica sobre o meu estagio curricular
na AbbVie, expondo os conhecimentos que adquiri, as atividades que realizei e as observagoes
que considero pertinentes. Tal como preconizado nas “Normas Orientadoras de Estagio do
MICF”, irei realizar uma andlise SWOT, acrénimo das palavras Strenghs, Weaknesses,
Opportunities e Threats. Estes quatro pardmetros tém como objetivo ajudar-me a fazer uma
avaliagao pessoal dos fatores internos e externos que caracterizaram e influenciaram o meu
estagio como estagiaria. Desta forma, esta andlise ird comtemplar pontos fortes e pontos
fracos (fatores internos) desta fase da minha formagao, assim como ira destacar os pontos
que considero oportunidades e ameagas (fatores externos) que abrangem a Industria

Farmacéutica e que se relaciona, diretamente, com o meu estagio.

4.1. Pontos Fortes
4.1.1 Equipa Multidisciplinar — Integracao, Acompanhamento e Formacao Continua

Um dos pontos fortes que destaco no meu estagio de Industria Farmacéutica, €, sem
duvida, a equipa multidisciplinar, uma vez que a mesma se mostrou totalmente disponivel e
prestavel, desde o primeiro dia do meu estagio.

A equipa de Oncologia é composta por doze pessoas, sendo que cada um dos
elementos da equipa colaborou sempre no meu processo de aprendizagem, ajudando-me a
aplicar os conhecimentos adquiridos durante os 5 anos de formagao tedrica e a superar todas
as dificuldades sentidas diariamente. A equipa tem uma organizagao de exceléncia, estando
cada elemento encarregue de inumeras tarefas bem distintas, mas que culminam na
maximizagao das potencialidades de cada um, de forma a atingir-se uma maior rentabilidade.

Desde o primeiro dia em que fui acompanhada pela Dra. Ana Trovao e pelo Dr. Pedro

Mendonga e da primeira reuniao realizada com o Dr. Rui Rodrigues, percebi que esta tinha
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sido a oportunidade de uma vida. A amabilidade, a dedicagao sentida por todos e a boa
disposicao fazem parte de todos os elementos integrantes da AbbVie, e especialmente da
equipa de oncologia, sendo caracteristicas bastante vivenciadas por todos.

Resta-me agradecer a toda a equipa por desde o primeiro dia me sentir parte
integrante da mesma, por ter sido tao bem orientada e acompanhada por todos e por me
fazerem sentir mais confiante, autonoma e responsavel em todas as fungoes desempenhadas.
Tanto a nivel profissional como a nivel pessoal, concluo este estdgio mais enriquecida e

esclarecida acerca do meu futuro.

4.1.2. Planeamento do Estagio

Considero que o planeamento do meu estagio curricular foi bastante importante para
desde o inicio me sentir integrada e orientada relativamente as minhas fungdes. Sendo a
primeira estagiaria no departamento de Oncologia, foi feito um plano com iniUmeras tarefas
para cumprir nos trés meses de estagio, podendo passar por diversas areas nomeadamente o
Marketing, Medical Affairs, Regulatory, Digital e até Market Acess. Sendo a AbbVie uma industria
multinacional de grande prestigio e de enorme qualidade, para além desta formagao, foi me
também disponibilizada formagao sobre as vérias areas terapéuticas desenvolvidas na AbbVie.
Desta forma, tive varias Inductions e cursos online que se revelaram ser bastante importantes
na minha integragao na empresa e no seu portfélio. Para além destas formagoes, participei

também em varios projetos nomeadamente no “Video do Doente de LMA” e “Nutricao do
Doente de LMA” para a AbbVie Care, no langamento de Venclyxto® para doentes com LMA, e no

Approved Email e Mass Email do Tepkinly®.

4.1.3. Inductions

Como forma de integrar os novos membros na equipa da AbbVie assim como ficar a
conhecer as varias areas terapéuticas e os diversos departamentos, nas primeiras semanas de
estagio tive varias Inductions, reunides demonstrativas por parte de todos os departamentos
da empresa com o objetivo de dar a conhecer as diferentes areas terapéuticas, as principais
atividades de cada departamento, bem como os respetivos membros. Desta forma, tive a
oportunidade de conhecer um pouco dos diversos departamentos, homeadamente o
departamento de Farmacovigilancia, Assuntos Regulamentares, Medical Affairs, Ensaios
Clinicos, entre outros. Considero que as Inductions foram um dos pontos fortes do meu

estagio, uma vez que cheguei ao final destas semanas com uma nogao geral de todas as fungoes
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desempenhadas dentro da empresa e das possiveis areas que poderia escolher no meu futuro

profissional, assim como me senti mais integrada com todos os colaboradores.

4.1.4. Diversidade das Func6es Desempenhadas

Outro ponto forte que destaco no meu estagio &, sem duvida, a diversidade de tarefas
que pude desempenhar. O inicio do meu estagio passou por muito estudo e aprendizagem,
uma vez que tive de ficar a par de todos os projetos desenvolvidos e em desenvolvimento na
Oncologia, desde a fisiopatologia das doengas abordadas anteriormente, os ensaios clinicos
realizados, as guidelines utilizadas pelos médicos, entre outros documentos de elevada
importancia. No final de Maio comecei a realizar a tradugao de um documento denominado

por “Nutricao do Doente de LMA”, o qual ira fazer parte integrante do programa AbbVie Care

disponibilizado pela empresa para todos os doentes que utilizam Venclyxto®. De seguida,
executei a tradugao de um video que retrata o testemunho de um doente com LMA, o qual
também ira fazer parte do programa AbbVie Care. Ambas os projetos sao relativos a LMA e

mais direcionados pela Dra. Joana Ferreira, Brand Manager de LMA.

Em Junho, dei inicio o outro projeto: o Approved Email e o Mass Email do Tepkinly®,
documento que ira ser langado aquando do langamento deste medicamento. Neste projeto
pude perceber melhor o trabalho da equipa de Marketing desempenhava, e pude contactar
com outras areas: Digital, Regulamentar e Médica. Ainda no més de Junho, tive a oportunidade
de fazer parte da organizagio do langamento do Venclyxto® para doentes com LMA, evento
este que deveria ser seguido da comparticipagao deste medicamento pelo INFARMED, I.P,,
no entanto e por varios motivos burocraticos, a comparticipagido do mesmo encontra-se
atrasada.

No més de Julho, tive a oportunidade de passar dois dias com os Delegados de

Informagdo Médica da equipa do Venclyxto® para LLC. Foram dias muito enriquecedores, onde
pude perceber com os meus proprios olhos outra saida profissional que poderei seguir no
futuro.

Ao longo dos meses, tive também a oportunidade de contactar com varios médicos,
uma vez que todas as semanas sao realizadas consultorias, com o objetivo de perceber as
opgoes terapéuticas que existem nos varios hospitais do pais, assim como as opgoes preferidas

de cada médico e os seus pontos de vista.
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4.1.5. Autonomia e Responsabilidade

Por fim, no decorrer do meu estagio, senti que todos os elementos da equipa de
oncologia me foram incutindo o sentido de autonomia e responsabilidade, para que de forma
bastante rapida me sentisse confiante nas fungoes que desempenhava. Desta forma, senti que
todas as tarefas que desempenhei eram de grande responsabilidade, sendo que sempre me
senti auxiliada e supervisionada pela equipa, o que sempre me motivou e me tornou mais
confiante nas diversas tarefas. Quer a autonomia como a responsabilidade foram qualidades
que procurei adquirir, uma vez que considero ambas as caracteristicas fulcrais para qualquer
funcdo que irei desempenhar no futuro farmacéutico. E um grande privilégio ter
desempenhado fungdes de tanta responsabilidade, e ter sentido que toda a equipa confiava em

mim para desempenhar todas estas fungoes.

4.2. Pontos Fracos
4.2.1. Conhecimento das Varias Areas do Medicamento e Possiveis Carreiras

Considero que deveria ser dado um acompanhamento mais proximo aos alunos, assim
como deveria ser dado o conhecimento das varias areas profissionais, nomeadamente pelos
varios professores que lecionam as diversas cadeiras ao longo dos cinco anos. Tendo em conta
o nosso desconhecimento sobre as carreiras profissionais, seria bastante interessante incluir
um pouco deste ponto em cada cadeira, para que de certa forma, o aluno se sentisse mais
acompanhado no final do curso e para conseguir escolher o estagio curricular em fungao do
mesmo. Poderiam ser também organizadas mais atividades, onde iriam ser desenvolvidos estes
temas e poderiam ser convidadas pessoas relevantes das diversas areas que pudessem contar

a sua historia perto dos alunos do MICF.

4.2.2. Plano de Estudos do MICF

O plano curricular do MICF na FFUC prima pela diversidade de contetdos lecionados,
0 que nos garante a aquisicio de uma enorme diversidade de conhecimentos aplicaveis em
varias areas essenciais para a nossa carreia enquanto farmacéuticos. Contudo, com o decorrer
do meu estagio verifiquei algumas lacunas no mesmo.

Enquanto estagiaria, fui diariamente confrontada com inimeras areas sobre as quais
me sentia bastante confiante, nomeadamente Assuntos Regulamentares e Farmacia Hospitalar,
no entanto, em outras areas do conhecimento senti algumas dificuldades, devido a falta de
conhecimentos que tinha sobre as mesmas. Destaco a area de Marketing Farmacéutico, uma

vez que esta cadeira é focada em determinadas areas, nomeadamente em Market Acess,
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deixando algumas areas em falta que serao bastantes importantes na carreira profissional. Para
além disso, senti um enorme desconhecimento ao nivel da area financeira, uma area fulcral em
qualquer area terapéutica e que todos os profissionais farmacéuticos deveriam ter mais nogoes
para desempenhar melhor os seus cargos.

Assim, destaco a necessidade de especificar o conhecimento nestas areas, sendo
interessante o desenvolvimento das mesmas com determinadas atividades mais praticas e no

terreno.

4.3. Oportunidades
4.3.1. Importancia da Realizacdao do Estagio na Industria Farmacéutica

No decorrer do meu percurso académico e pelo mundo farmacéutico ser uma
realidade proxima de mim a nivel familiar, sempre tive um mindset que o MICF me iria abrir
inimeras oportunidade no meu futuro profissional. Apesar de ainda existir o estigma de que
a maioria dos farmacéuticos sao farmacéuticos comunitarios, esta nao é uma realidade do
mundo de hoje, sendo que o MICF devera acompanhar sempre a realidade do mundo de
trabalho.

Sem desvalorizar a profissio do farmacéutico comunitario, a oportunidade de
realizagao do estagio de industria farmacéutica é sem duvida alguma uma enorme mais-valia
para o nosso curriculo, assim como para a nossa experiéncia profissional. Desta forma,
considero que esta é uma enorme oportunidade dada aos alunos da FFUC, sendo que deverao
envergar desde cedo neste mundo e comegar a definir desde logo o percurso que irao querer

tracar no mundo farmacéutico.

4.3.2. Oncologia - Uma Area Crescente e Repleta de Oportunidades

Com quase 10 milhdes de mortes por ano, o cancro continua a ser uma das principais
causas de morte em todo o mundo. Encontrar meios eficazes para combater o cancro tem
sido um dos principais objetivos dos investigadores, apresentando constantemente enormes
desafios, ndo so na investigagdo e na descoberta de novas moléculas e terapéuticas, como
também no acesso destas terapéuticas aos doentes*. Desta forma, a oncologia é uma érea
terapéutica que, infelizmente, esta cada vez mais presente na vida de muitas pessoas em todo
o mundo, sendo uma area onde existe ainda um longo caminho cientifico por fazer, com
inimeras e grandes oportunidades.

Considerando-me uma pessoa curiosa que procura constantemente por novos

desafios, esta é uma area que me desperta bastante interesse e que suscita em mim muita
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curiosidade. Para além do mais, € uma area em constante evolugao e numa fase crescente,

sendo por isso uma area que me ira permitir crescer a nivel profissional.

4.3.3. Medicamento Venclyxto®

O Venclyxto® é um inibidor da BCL-2, proteina necessaria para as células sobreviverem,
principalmente as células cancerigenas, uma vez que esta proteina é mais expressa nestas
células. Este medicamento ira bloquear esta proteina, induzindo a apoptose da célula. Esta
aprovado para LLC e LMA, sendo que nesta Ultima indicagao ainda nao tem comparticipagao
aprovada.

Ao longo do meu estagio, tive oportunidade de desempenhar fungdes na equipa de
Oncologia que dirige estas duas indicagoes, sendo que surgiram diversas oportunidades para
crescer e aprender em ambas, principalmente em LMA, uma vez que esta indicagao terapéutica
ainda tem muitos desafios e oportunidades pela frente. Por outro lado, e tendo em conta que
este € um medicamento relativamente recente, ainda ha um percurso enorme a percorrer,

tanto na disponibilizagio do medicamento a nivel hospitalar como a nivel de comparticipagao.

4.3.4. Um dia como Delegado de Informacdao Médica

A equipa de oncologia é composta pela Brand Team e pela In Field Team, nomeadamente
por quatro delegados de informagao médica, que desempenham visitas aos hematologistas dos
varios centros hospitalares do pais. Considero que a oportunidade de passar um dia com dois
dos quatro delegados da equipa In Field foi uma grande oportunidade, uma vez para além de
poder conhecer outra realidade profissional, permitiu-me conhecer novos médicos e as suas
perspetivas relativamente a Oncologia, a0 nosso medicamento, assim como aos tratamentos
atuais. Foi um grande privilégio acompanhar os delegados nestes dias de trabalho, assim como

contactar diretamente com outra realidade profissional.

4.4. Ameacas
4.4.1. Duracdo do Periodo de Estagio

Considero que uma das ameagas do meu estagio, € a duragao do mesmo, uma vez que
trés meses de estagio € um periodo muito curto para adquirir todos os conhecimentos que
poderia aprender no estagio de Industria Farmacéutica.

Tendo em conta o periodo de trés meses do estagio que realizei na AbbVie, sinto que
estes trés meses passaram bastante rapido. Tendo a consciéncia que esta foi uma oportunidade

realmente Unica, considero que ainda assim este periodo deveria ser mais longo para os alunos
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que pretendem seguir este percurso profissional. Como exemplo, sugeria um estagio de
quatro meses, onde neste periodo o aluno poderia passar por pelo menos por duas areas na
Industria Farmacéutica, para ter a oportunidade de conhecer as areas em causa, assim iria
permitir escolher a minha area predileta para um futuro profissional préximo de forma mais

conscienciosa e segura.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Ao concluir o meu estagio curricular na AbbVie, destaco a versatilidade do farmacéutico
por conseguir desempenhar uma enorme variedade de fungdes em variadas areas do
medicamento. Desta forma, é bastante notério que o farmacéutico desempenha diversas
tarefas desde a produgao até a venda e comercializagado do medicamento. E de extrema
importancia os alunos ao longo do curso terem conhecimento desta versatilidade, assim como
a faixa etdria mais nova, para que, desde cedo, reconhecem a importancia da profissao, assim
como desenvolvam um interesse pela mesma. O farmacéutico, independentemente da area
terapéutica aonde se insere, deve permanecer aberto a novas aprendizagens do conhecimento,
assim como deve estar aberto a abragar novas carreiras e oportunidades profissionais,
principalmente na Indudstria Farmacéutica, caracteristica que a mesma considera ser bastante
importante.

Reconhego que o estagio em Indlstria revelou ser uma das vertentes mais
enriquecedoras do meu percurso académico, uma vez que me permitiu conhecer um mundo
enorme de oportunidades profissionais, assim como me realizou a nivel profissional e pessoal,
uma vez que percebi que poderei mudar e melhorar a vida dos doentes oncoldgicos no nosso
pais e pelo mundo fora, um dos maiores objetivos que tenho desde o inicio do meu percurso
académico. Durante trés meses, vivenciei e experienciei a realidade farmacéutica na sua
plenitude: desde o trabalho de escritério aos dias de reunides, a organizagao de diversos
eventos e aos dias passados a ler e a estudar variados documentos.

Aproveito para deixar uma palavra de agradecimento a todos os colaboradores da
AbbVie que de alguma forma contribuiram para a minha aprendizagem e bem-estar ao longo
destes trés meses. Foram varias as pessoas que marcaram o meu percurso de forma especial,
por me inspirarem desde o primeiro dia com a sua carreira profissional, assim como pelas
pessoas maravilhosas que revelaram ser em tantos momentos vivenciados. Um obrigada a toda
a equipa que me proporcionou um estagio tio completo e enriquecedor, principalmente a
Inés Camacho, ao Rui Rodrigues, ao Pedro Mendonga e a Joana Ferreira, uma vez que

estiveram mais de perto ao longo dos trés meses. Foram todos elementos essenciais e cada
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um ensinou-se de forma diferente, mas bastante consistente, as varias formas para crescer
enquanto profissional.

Em suma, e olhando para todo o percurso que percorri durante estes trés meses,
posso concluir que foi um estagio muito completo e desafiante, e que completou e superou
todos os objetivos e expectativas que tinha desde o inicio do mesmo. Mesmo nao contactando
com o doente de forma direta, o farmacéutico tem a possibilidade de ajudar a tornar possivel
o desejo de inumeras pessoas em todo o mundo: a cura contra o cancro. Um dia prometi que
iria fazer alguma diferenga nesta area, e apesar de muitas vezes ser uma area complexa, dificil
e bastante amarga, € cada vez mais possivel dar a tantas pessoas a oportunidade de passarem
mais um Natal com a familia, de verem o casamento da filha ou o nascimento do neto. Um dia
tiraram-me tudo isso e nesse mesmo dia, prometi 2 mim mesma que iria fazer algo para mudar
este fim amargo. Termino este estagio com a consciéncia que poderei intervir nesta area
terapéutica e mudar o destino de tantas familias no meu futuro profissional, sendo certo os

inimeros passos que esta area terapéutica pode dar num futuro proximo.
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anti-PD-1- Anticorpo de morte programada - |
APCs - Células apresentadoras de antigénios
BCG - Vacina Bacillus Calmette- Guérin
CD4 - Células T reguladoras
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DLin-DMA - |,2 dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano
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DOPE - |,2-dioleocil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
DOTAP - |,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano
DOTMA - |,2-di-O-octadecenil-3-trimetilamonio-propano
DSPC - |,2-diestearoil-snglicero-3-fosfocolina

dsRNAs - RNAs de fita dupla

EcircRNA - circRNA exoénico

ElciRNA - circRNA exoénico-intrénico

EPR - Efeito de permeabilidade e retengao

FDA - Food and Drug Administration
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GC - Guanina citocina

GION:s - Nanoparticulas de 6xido de ouro-ferro

IRES - Local de entrada do ribossoma interno

LNPs - Lipid nanoparticles

mé6A - Né6-metiladenosina

MHC - Complexo de histocompatibilidade principal
MIRES - Local de envolvimento do ribossoma induzido
miRNA - MicroRNA
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PVA - Alcool polivinilico
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RPDR - RNA polimerase dependente de RNA
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SARS-CoV-2 - Sindrome Respiratorio Severo e Agudo Coronavirus 2
siRNA - RNA de interferéncia

SNPs - Solid nanoparticles

STING - Estimulador dos genes de interferao
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taRNA - Trans-amplifying RNA
TR - Transreplicon
tricRNA - circRNA intronico de tRNA

tRNA intrénico - RNA de transferéncia intrénico
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RESUMO

As vacinas de mRNA contra o SARS-CoV-2 suscitaram muita curiosidade e interesse na
plataforma do mRNA. Devido as suas limitagoes de produgao e armazenamento, assim como
a eficacia limitada que apresenta, a plataforma do RNA tem sido continuamente investigada,
surgindo novas tecnologias nomeadamente o Self-amplifying RNA (saRNA), o Trans-amplifying
RNA (taRNA) e por fim o Circular RNA (circRNA), uma plataforma descoberta ha muitos anos,
mas que s6 nos dias de hoje suscitou curiosidade por parte dos investigadores. Estudos
demonstram que a entrega destas plataformas de RNA podera ocorrer sem a utilizagao de
nanotransportadores, no entanto, sao necessarias doses mais elevadas, sendo a eficacia de
entrega mais baixa. Desta forma, a utilizagao da nanotecnologia veio trazer uma melhoria na
entrega destas tecnologias as células-alvo, uma vez que o RNA esta protegido das nucleases e
podera ser direcionado para atingir determinado alvo. Nanoparticulas de origem polimérica,
nanoparticulas de origem lipidica e nanoparticulas inorganicas sao alguns dos
nanotransportadores utilizados para encapsular estas classes de RNAs. Estudos estao a ser
constantemente elaborados para investigar a eficacia destas classes em doengas oncologicas,
sendo que muitos investigadores acreditam no seu potencial para melhorar a vida e a satde

dos doentes oncolodgicos.

PALAVRAS-CHAVE

Cancro, Circular RNA, mRNA, Nanotecnologia, Nanotransportadores, Self-amplifying RNA,
Trans-amplifying RNA.
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ABSTRACT

mRNA vaccines against SARS-CoV-2 have raised a lot of interest in the mRNA platform. Due
to its production and storage limitations, as well as its limited efficacy, the RNA platform has
been continuously investigated, with new technologies emerging, namely Self-amplifying RNA
(saRNA), Trans-amplifying RNA (taRNA), and finally o Circular RNA (circRNA), a platform
discovered many years ago, but which has only aroused curiosity among researchers
nowadays. Studies have shown that these RNA platforms can be delivered without the use of
nanocarriers, however, they require higher measurements and lower delivery efficiency. In
this way, the use of nanotechnology has improved the delivery of these technologies to target
cells, once the RNA is protected and can be directed to reach the specific target.
Nanoparticles of polymeric origin, nanoparticles of lipidic origin and inorganic nanoparticles
are some of the nanocarriers used to encapsulate these classes of RNAs. Studies are constantly
being developed to investigate the efficacy of these classes in oncological diseases, and several

researchers believe in their potential to improve the life and health of cancer patients.

KEYWORDS

Cancer, Circular RNA, mRNA, Nanocarriers, Nanotechnology, Self-amplifying RNA, Trans-
amplifying RNA
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I.INTRODUCAO

A biotecnologia, uma drea em constante evoluciao, permite que novos avangos
continuam a remodelar a nossa compreensao relativamente ao tratamento de doengas e
intervengoes terapéuticas. O desenvolvimento e o sucesso das vacinas constituidas com
mRNA dirigidas ao SARS-CoV-2 despertaram um novo interesse na utilizagdo de vacinas de
RNA contra doengas infeciosas e doengas oncoldgicas, particularmente com a utilizagao de
plataformas de vacinas constituidas com Circular RNA (circRNA), Self-amplifying RNA (saRNA)
e Trans-amplifying RNA (taRNA)'.

O cancro é uma doenga muito complexa que se desenvolve por varias etapas incluindo
a resisténcia a morte celular (apoptose), o crescimento celular descontrolado, as alteragoes
na sinalizacao celular, a invasao celular, a metastizagao e a angiogenese. Geralmente comega
por se formar um tumor localizado, sendo que este se pode espalhar e formar metastases em
diversos locais do corpo. Sao varios os fatores que contribuem para o aparecimento do cancro
nomeadamente a poluigao, radiagao, vida sedentaria, dieta desequilibrada, hereditariedade,
entre outros. Qualquer um destes fatores pode causar um dano nos genes do DNA,
conhecidos como oncogenes, que poderao levar ao aparecimento do cancro, visto que estas
alteragoes originam células imortais e com capacidade de se auto-replicarem a uma velocidade
bastante elevada, podendo levar 3 morte do doente?. O cancro é uma das principais causas de
mortalidade em todo o mundo, causando cerca de 9,6 milhdes de mortes todos os anos. Tal
acontece devido a falta de ferramentas de diagnostico precisas para os estadios iniciais do
cancro, assim como terapéuticas direcionadas e eficazes®. O diagndstico precoce tem uma
enorme importancia para controlar o desenvolvimento da doenga e a proliferagao das células
cancerigenas, podendo melhorar as taxas de sobrevida dos doentes. Por outro lado, e depois
de diagnosticado, sao necessarias terapéuticas otimizadas com sistemas de administragao
direcionadas para atingir as células tumorais com maior precisio e, consequentemente,
provocar menos efeitos secundérios*.

A imunoterapia pode fornecer respostas anticancerigenas poderosas e duradouras em
doentes com tumores avancados ou doentes com metastases resistentes a terapia
convencional. As terapéuticas com RNA visam aumentar a capacidade do sistema imunitario
em reconhecer estas células, interferindo nos principais mecanismos reguladores
imunologicos®.

No entanto, a instabilidade das varias classes de RNA, assim como a presencga de varias
barreiras fisiologicas que inibem a entrega e a transfec¢ao do RNA, sio os fatores que

dificultam a aplicagdo do mesmo na terapia contra o cancro®. Desta forma, a imunoterapia
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juntamente com a nanotecnologia podera ser uma ajuda para compreender melhor certos
mecanismos que limitam o tratamento imunoloégico do cancro, assim como ultrapassar os
diversos desafios que impedem que estas terapéuticas sejam um sucesso’. A entrega eficiente
do RNA é crucial para o sucesso da sua traducao em aplicagoes terapéuticas, logo o
desenvolvimento de varias plataformas baseadas em nanoparticulas, como lipossomas,
nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas inorganicas, oferece um futuro promissor na

entrega das varias terapéuticas com RNA e nas suas aplicagdes contra o cancro®.

2. TERAPIAS COM RNA - O PANORAMA ATUAL

As terapéuticas e vacinas baseadas em mRNA estio a surgir como uma nova e
importante classe de medicamentos, provocando uma grande revolugao no tratamento de
varias doengas, incluindo as doengas oncolégicas. O conceito de farmacos constituidos com
acidos nucleicos foi demonstrado pela primeira vez por Wolff K, em 1990, onde num estudo
de referéncia, uma injegao direta de mRNA transcrito in vitro ou de DNA plasmidico no
musculo esquelético de ratinhos, deu origem a uma expressao eficaz da proteina codificada in
vivo’. Posteriormente em 1996, foi realizado o primeiro estudo de uma vacina contra o cancro
constituida com mMRNA, onde foram testadas células dendriticas com RNA in vitro'?, sendo
que em 2001, surgiu o primeiro ensaio clinico com terapéuticas baseadas com mRNA’.
Passadas quase 3 décadas, os avangos na ciéncia permitiram uma melhor compressao nos
mecanismos de entrega do RNA, assim como as suas diferencgas estruturais. Com as inimeras
descobertas feitas ao longos dos anos, o papel do RNA revelou-se cada vez mais crucial e
promissor''. As moléculas de RNA, incluindo mRNA, o microRNA (miRNA) e o RNA de
interferéncia (siRNA), participam em varios processos celulares, desempenhando um papel
fundamental na regulagdo da expressio genética e atuando como intermediarios entre a
informagao genética codificada no DNA e a sintese de proteinas, sendo que cada tipo de RNA
tem uma estrutura diferente, assim como um mecanismo de ac¢io distinto'%

Desta forma, e devido a estas diferengas estruturais, € notério que os varios tipos de
RNA tém capacidade de atingir genes ou vias especificas, tendo por isso, a capacidade de
conseguir atingir locais de agao mais inalcangaveis e uma enorme versatilidade na modulagao
da expressao génica, assim como constituem um caminho para a medicina personalizada e o

seu potencial futuro'.

57



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

2.1. Caracteristicas Estruturais e Mecanismo de Entrega do mRNA

As terapéuticas baseadas nos varios tipos de RNA oferecem varias vantagens em
relagao aos medicamentos tradicionais, onde na maioria das vezes sao utilizadas moléculas
sintéticas. Desta forma, as terapéuticas que utilizam RNA tém inimeras diferengas que as
distinguem das restantes, devido as caracteristicas estruturais dos distintos tipos de RNA'“,

O mRNA ¢ a forma transcrita do DNA e transporta as instrugoes necessarias para a
codificagao da sintese de proteinas. Apos transcrigao, o mRNA é submetido a modificagoes
pos-transcricionais, incluindo a poliadenilagao e o splicing, etapas necessarias para garantir a
sua estabilidade e funcionamento. O mRNA processado € posteriormente enviado do nucleo
da célula para o seu citoplasma, onde ira ser modelo para a tradugao de proteinas e ira originar
a produgao de antigénios especificos. Consequentemente, as células apresentadoras de
antigénios (APCs) apresentam os antigénios produzidos e associados ao tumor no Complexo
de Histocompatibilidade Principal (MHC) de classe | e de classe Il, o que ira originar uma
resposta imunitaria, nomeadamente a ativagdo de células T citotdxicas e a produgao de
anticorpos especificos do tumor ou contra o agente infecioso'’. Desta forma, as vacinas de
mRNA oferecem inUmeras vantagens, uma vez que tém a capacidade de induzir respostas
imunitarias robustas e direcionadas, assim como garantir uma adaptabilidade para produzir
uma grande variedade de antigénios, sem integrarem o genoma do hospedeiro'®.

O mRNA consiste em cinco dominios funcionais fundamentais: a estrutura 5’- cap, a
regiao 5’ nao traduzida (5’UTR), uma regiao de codificagao (ORF), a regiao 3’ nao traduzida
(3’'UTR) e uma cauda poli(A) (Figura I). Estes componentes afetam a estabilidade, a eficiéncia
da tradugao e as propriedades de imunogenicidade, sendo que todos poderao passar por
processos de otimizagdo’. As abordagens de design e otimizagio poderdo ser na ORF,
nomeadamente com a incorporagao de nucleétidos quimicamente modificados e o
enriquecimento da cadeia com sequéncias GC, sequéncias mais rapidas de traduzir. Para além
destas alteragdes, podem ser feitas alteragdes nas regides nio codificadas". Os elementos
5’UTR e 3’UTR adjacentes a sequéncia de codificagdo sao consideradas zonas criticas no design
ideal de uma vacina, pois tém um impacto significativo na estabilidade do mRNA. A otimizagao
dos elementos 5’UTR com a utilizagdo de 5’UTRs mais curtos € ideal para a tradugao, uma
vez que ird evitar a presenga de coddes iniciais neste local que interrompam a tradugao e,
consequentemente, evita a presenga de estruturas secundarias altamente estaveis que afetam
o recrutamento dos ribossomas e o reconhecimento de coddes. Todas estas modificagcoes
aumentam a eficiéncia e o tempo de semivida do mRNA'®. Para além destas, é evidente que

a estrutura de 5' - cap é essencial para a sintese eficaz da proteina mRNA, uma vez que regula
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o splicing do pré-mRNA assim como a exportagao nuclear, atua como uma estrutura protetora
que protege o RNA da clivagem das exonucleases e inicia a tradugio do mRNA". O ultimo
componente, a cauda poli(A), estabiliza o mMRNA e promove a tradugao de proteinas. O
comprimento apropriado da cauda de poli(A) é crucial para a regulagio da translagao e
estabilidade do mRNA retardando a degradagao do RNA pelas RNA exonucleases, sendo
diretamente proporcional 4 eficicia translacional'®. Por fim, é crucial fazer uma otimizagdo no
formato de entrega do mRNA. Devido a estrutura carregada negativamente do RNA e ao seu
tamanho molecular elevado, o mRNA ¢é propenso a degradagao por nucleases e pode nao
conseguir atravessar as membranas celulares'’. Desta forma, sio necessarias técnicas para se
conseguir ultrapassar estes problemas, nomeadamente a utilizagao de veiculos de entrega
sintéticos, como lipossomas e nanoparticulas lipidicas (LNPs), estruturas de tamanho nano
projetadas para proteger o mRNA da degradagao enzimatica e permitir a sua entrega eficiente

as células-alvo®.

.
.
L L]
.

5-cap 5UTR ORF 3UTR  Cauda poli(A)

Figura | - Elementos estruturais essenciais do mRNA: regidao 5’ - cap, regiao 5’ nao traduzida (5’UTR), regiao
de codificagao (ORF), regido 3’ ndo traduzida (3’UTR) e cauda poli(A). Adaptado de *'. A figura foi criada com o
BioRender.com

2.2. O Tratamento de Doenc¢as Oncoloégicas com a Utilizacdo do mRNA

A utilizagdo do mRNA em inumeras areas terapéuticas tem merecido uma especial
atengao, uma vez que esta tem demonstrado ser uma via promissora no tratamento de
inimeras doencgas imunoldgicas, nomeadamente no contexto das doengas infeciosas e no
cancro®.

Nos Uultimos anos, a imunoterapia tem surgido como uma grande estratégia no
tratamento do cancro, uma vez que é uma abordagem terapéutica que modela dinamicamente
o sistema imunoldgico para reconhecer e destruir células cancerigenas. O desenvolvimento
de vacinas contra o cancro € uma estratégia promissora de imunoterapia para induzir
respostas imunoldgicas especificas e duradouras, uma vez que provocam respostas imunes

celulares e humorais que suprimem o crescimento do tumor'®.
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Os antigénios tumorais podem ser classificados em (1) antigénios associados ao tumor,
proteinas nao mutadas que sao superexpressas nas células cancerigenas, e (2) antigénios de
diferenciagao, produtos de genes silenciosos, (3) antigénios tumorais universais e (4) antigénios
oncovirais. Estes tipo de antigénios pode ser expresso nas células normais, aumentando o
risco de toxicidade autoimune induzida pela vacina. Para além deste tipo de antigénios, existem
também os (5) antigénios especificos do tumor, que se apresentam especificamente nas células
tumorais e geralmente nao sao exibidos pelas células normais. Podem ser neoantigénios,
antigénios Unicos e especificos do tumor, resultantes da instabilidade genética das células
cancerigenas. Tém uma afinidade maior pelo MHC e imunogenicidade potente, provocando
uma produgao de células T especificas do tumor com toxicidade limitada “fora do alvo”. Desta
forma, os neoantigénios tornaram-se o principal alvo de vacinas contra o cancro nos ultimos
anos®.

Existem duas estratégias de vacinagdo contra o cancro: a estratégia preventiva ou
profilatica, e a estratégia terapéutica. A estratégia preventiva visa induzir memoria imunolégica
administrando vacinas a individuos doentes para prevenir o aparecimento de varios tipos de
cancro. Exemplos destes tipos de vacinas sao a vacina contra o virus da hepatite B e a vacina
contra o papilomavirus humano. No entanto, nem todos os cancros podem ser evitados com
este tipo de vacinas e nem todos sao causados por um virus. Neste momento, nenhuma vacina
preventiva contra o cancro nao viral foi aprovada para uso em humanos. A estratégia
terapéutica pretende tratar a doenga, impulsionando ou reativando o proprio sistema
imunologico do doente. Sao exemplos deste tipo de vacinas, a vacina Bacillus Calmette- Guérin
(BCG) contra o cancro da bexiga e uma vacina constituida com células dendriticas (Sipuleucel-
T) contra o cancro da prostata resistente a castragao. Existem inimeras vacinas contra o
cancro em desenvolvimento ou em fase de pesquisa pré-clinica ou clinica®.

Nos dultimos anos, estudos aprofundados de mecanismos imunoldgicos e o
desenvolvimento de varias vacinas avangaram muito toda esta area de investigagio®. Um dos
exemplos mais notérios na histéria da ciéncia foi o rapido desenvolvimento e sucesso das
vacinas baseadas em mRNA contra o SARS-CoV-2 em resposta a pandemia da COVID-19,
resultado de anos de pesquisa explorando vacinas de mRNA para o tratamento do cancro'®.
Estas vacinas s3ao constituidas por mRNA modificado por nucleétidos que codificam varias
glicoproteinas do SARS-CoV-2, tendo como objetivo a producao de antigénios contra este
virus, através da traducao deste mRNA em antigénios direcionados para combater este virus,
especificamente o antigénio S2-P. A entrega do mRNA através de LNPs e o facto do mRNA
ser modificado por nucledtidos para evitar a ativagao precoce de genes associados ao

interferdo, sdo caracteristicas Unicas que contribuem para a eficicia da vacina®.
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Para além das doengas infeciosas, existem inUmeros ensaios em desenvolvimento de
vacinas de mRNA como uma terapéutica contra o cancro, sendo que o objetivo das mesmas
¢ a estimulagao do sistema imunitario para este reconhecer e atacar as células tumorais com
precisao. Ao incorporar antigénios tumorais especificos do doente em sequéncias de mRNA,
os investigadores pretendem ativar uma resposta imunologica robusta e adaptada ao perfil de
cancro do doente. Desta forma e com o fim de tornar estas terapéuticas uma realidade no
tratamento do cancro, estdo em curso inimeros ensaios pré-clinicos e clinicos para avaliar a
eficicia e seguranca destas vacinas de mRNA*,

Num ensaio clinico de fase |, foram administradas vacinas de mRNA nao formuladas
por via intranodal em |3 doentes com melanoma em estadio Ill ou IV com doenca estavel,
resposta parcial ou resposta completa anterior*. Esta vacina direcionada a neoepitopos
codificou uma mutagao tumoral Unica e individualizada com dez neoepitopos selecionados
para cada doente. Todos os doentes desenvolveram respostas imunitarias recrutando as
células T contra numerosos neoepitopos codificados pela vacina, e respostas clinicas
relacionadas a vacina foram observadas em dois (40%) dos cinco doentes com melanoma em
estadio IV®. Outro ensaio clinico de fase | recentemente concluido, foi desenvolvido com a
participagao de 20 doentes com melanoma (estadios llc, Il e IV), onde foi administrada por
via intranodal uma vacina de mRNA nao formulada. A vacina incluia mRNAs que codificam
trés moléculas ativadoras de células dendriticas e cinco antigénios associados a tumores®. Um
ensaio de fase | avaliou a seguranca e eficacia de uma vacina de mRNA lipoplex (BNTI I I) que
codifica quatro antigénios associados a tumores de melanoma em doentes com melanoma
avangado expressando pelo menos um dos quatro antigénios. As respostas imunes contra um
ou mais antigénios associados ao tumor foram detetadas em mais de 39 (75%) dos 50 doentes,
e o BNTI || induziu respostas de células T reguladoras (CD4) e células T citotdxicas (CDS8).
Noutro ensaio clinico, 17 doentes receberam BNTI || juntamente com terapia anti-PD-|
padrao, seis (35%) desses doentes tiveram uma resposta parcial e dois (12%) doentes atingiram
doenca estavel”. Um ensaio de fase 1/2 avaliou uma vacina de nanoparticulas de mRNA
especifica para neoantigénios em quatro doentes com cancro gastrointestinal®®. Um ensaio
clinico de fase | envolve o uso de uma vacina contra o cancro de mRNA baseada em LNPs,
que tem como alvo quatro mutagoes. A vacina de mRNA é administrada em monoterapia ou
em combinagao com pembrolizumab em doentes com cancro colorretal ou cancro de

pancreas (Tabela I)?.
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Tabela | - Ensaios clinicos da aplicagago do mRNA no tratamento do cancro.

Classe Tumor

de em Veiculo Via de ID Ensaio e e Referéncia
RNA Estudo Utilizado | Administracao Clinico Bibliografica
Melanoma D d
mRNA | em estadio | . Provide Intranodal NCT02035956 BioNTech 25
de Veiculo
Il ou IV
Desprovido eTheRNA
mRNA | Melanoma P . Intranodal NCT03394937 | immunotherapi 2%
de Veiculo o
mRNA | Melanoma | Lipoplexo Intravenosa NCT02410733 BioNTech 7
mRNA | Castrointe LNP Intramuscular | NCT03948763 | "erck Sharp & 2
stinal Dohme
mRNA | umores LNP Intramuscular | NCTO03313778 Moderna 29
Sélidos

Desta forma, estas estratégias terapéuticas baseadas em mRNA fornecem formas
inovadoras de modelar a expressao génica e induzir respostas imunitarias no tratamento do
cancro. Tendo em conta as propriedades Unicas das moléculas de RNA, os investigadores
estido a desenvolver novas abordagens terapéuticas, ainda mais direcionadas e personalizadas,
que tém o potencial de revolucionar todo o panorama da terapia do cancro. A resolugao dos
desafios relacionados com os sistemas de entrega eficientes, a atenuagao dos efeitos fora do
alvo e a gestao da imunogenicidade serao cruciais para garantir a tradugao clinica e o sucesso

das terapéuticas baseadas em RNA'.

2.3. Dificuldades e Limitacoes na Utilizacio do mRNA

Apesar de todas as vantagens e perspetivas promissoras para um futuro préximo,
existem inumeras dificuldades e limitacoes na utilizacio do mRNA. Desta forma, existem
inimeros desafios na ciéncia que precisam ainda de ser decifrados, nomeadamente a eficiéncia
de entrega deste tipo de moléculas, a sua estabilidade, a especificidade e a imunogenicidade®.

Uma das grandes dificuldades nas terapéuticas com mRNA sao os sistemas de entrega,
uma vez que o mRNA na forma livre é suscetivel de ser degradado por nucleases. O
desenvolvimento de sistemas de entrega eficazes, tais como LNPs, vetores virais ou
nanotransportadores a base de polimeros, € crucial para garantir a estabilidade e a entrega
direcionada de moléculas de mRNA*,

A estabilidade é outra dificuldade inerente a esta tecnologia, uma vez que as moléculas
de mRNA s3o instaveis devido a sua suscetibilidade perante a degradagao enzimatica e a
vulnerabilidade as enzimas de RNA presentes nos fluidos bioldgicos. O desenvolvimento de

estratégias para aumentar a estabilidade das moléculas de mMmRNA, nomeadamente
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modificagdes quimicas como a incorporagao de elementos 5’UTR e 3’ UTR, e a otimizagao do
comprimento da cauda poli(A) siao essenciais para o sucesso da sua entrega e eficacia
terapéutica®.

A especificidade é outro desafio que a ciéncia tenta ultrapassar todos os dias, uma vez
que é fundamental garantir a especificidade das terapéuticas para determinado alvo. As
interagoes indesejadas com mRNA ou outras proteinas do nosso organismo podem ter
consequéncias indesejadas e potencial toxicidade para o organismo. A concegao de moléculas
de mRNA com elevada especificidade e incorporagao de processos robustos de validagao do
alvo sdo vitais para atenuar estes efeitos possiveis fora do alvo®'.

Por fim, a imunogenicidade é sem duvida um grande desafio nestas terapéuticas, visto
que estas podem desencadear respostas imunitarias no organismo. A gestio da
imunogenicidade e a prevencao de reagdes imunitarias adversas € crucial para a utilizagao
segura e eficaz das terapéuticas baseadas em mRNA’, Tendo em conta que sdo necessérias
repetidas transfec¢oes de mRNA para manter a expressao continua da proteina de interesse,
€ necessario garantir que o organismo humano nao ira destruir o mRNA administrado. A
aplicagao do saRNA sera crucial neste aspeto, uma vez que com uma menor concentragao de
saRNA é produzida a mesma quantidade de antigénios, diminuindo o nimero de doses
administradas’.

Para que seja possivel ultrapassar todos estes desafios, é necessario um esforco
continuo de investigagio e desenvolvimento, sendo que estao constantemente a surgir
progressos tecnologicos nos sistemas de entrega, nas modificagoes quimicas e nas técnicas de
formulagao para melhorar a estabilidade, a especificidade e os perfis de seguranga destas
terapéuticas®. A otimizagdo das sequéncias, a engenharia quimica dos nucleétidos, a
otimizagao dos protocolos de transcrigao e purificagao, e os novos sistemas de entrega in vitro
ajudaram a ultrapassar alguns dos obsticulos destas terapéuticas’. Além disso, é necesséria
uma estreita colaboragao entre investigadores, clinicos e organismos reguladores para garantir

testes rigorosos, validagio e supervisio regulamentar destas terapias inovadoras'®.

3. Novas Abordagens Terapéuticas com RNA

Apoés as conquistas atingidas com as vacinas da Pfizer/BioNTech e da Moderna no
combate contra a pandemia do COVID-19, sao muitas as empresas que se estao a reinventar
para desenvolver novas terapéuticas com Circular RNA (circRNA), Self-amplifying RNA (saRNA) e

Trans-amplifying RNA (taRNA). O desenvolvimento extremamente rapido destas vacinas
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demonstrou o poder desta terapéutica nas doengas infeciosas, constituindo uma abordagem

preventiva®.

3.1. Diferencas Estruturais e Mecanismos de Ac¢dao das Novas Classes de RNA
3.1.1. Circular RNA (circRNA)

O Circular RNA (circRNA) é uma classe de RNA de cadeia simples em forma de anel
continuo que tem recebido especial atengao nos ultimos anos, embora tenha sido descoberto
na década de 1970 e considerado um produto anormal de splicing de RNA sem fungio. *
Pertence a familia de RNA nao codificante e tem uma estrutura em loop formada por ligagoes
covalentes®, sendo que ndo tem na sua constitui¢do o 5’ - cap livre e a cauda poli (A), a qual
as enzimas que degradam o RNA se agarram. Desta forma, e seguindo a logica de Daniel
Anderson, bioengenheiro no Instituto de Tecnologia de Massachusetts em Cambrigde, como
este tipo de RNA nao tem extremidades nao sera digerido tao rapidamente pelas exonucleases
e consequentemente a expressao proteica sera mais robusta e duradoura, o que podera
garantir uma alta estabilidade celular a esta classe de RNA*. No entanto, o circRNA pode
conter locais especificos para as endonucleases *, sendo por isso mais suscetivel a degradagao
por estas enzimas®’.

Apesar de ser desconhecida como ¢ que a biogénese do circRNA é regulada, existem
varias teorias propostas para explicar como podera ser formada esta classe de RNA. A
primeira teoria centra-se no pré-mRNA, defendendo que durante os fenémenos de splicing
esta classe de RNA produz o circRNA através de uma reagao caracteristica de back-splicing
que une covalentemente a extremidade 5’ a downstream com a extremidade 3’ a upstream
(Figura 2). Da-se o nome de back-splicing, uma vez que a ligagao fosfodiéster formada tem a
ordem inversa dos exodes, ao contrario do splicing convencional onde a extremidade 5’
upstream se liga a extremidade 3’ downstream. Apds o back-splicing é de notar que o RNA
resultante ainda possui exoes e introes, pelo que pode ocorrer splicing sobre o circRNA
formado. Assim e tal como no processamento de pré-mRNA, na biogénese do circRNA foram
detetadas inimeras sequéncias de circRNA criadas a partir de um Unico gene. Esta descoberta
evidencia que a sintese desta forma de RNA sofre processos de splicing alternativo muito
semelhantes aos do splicing convencional, justificando assim a abundancia de circRNAs
diferentes®®. Outro mecanismo proposto envolve um precursor de intrdes lariat, onde a
circularizagao ocorre apos o splicing de exdes e introes. Este precursor pode ser libertado

internamente, levando a remocio da sequéncia intrénica e a produgio de um circRNA*.
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Figura 2 - Teoria defendida para a biogénese do circRNA: o back-splicing. Os quatro tipos de circRNA: o
circRNA intrénico (CiRNA), o circRNA exénico (EcircRNA), o circRNA exonico-intrénico (EICiRNA) e o
circRNA intrénico de tRNA (tricRNA). Adaptado de *. A figura foi criada com o BioRender.com

No entanto, e dependendo da sequéncia do genoma, existem 4 tipos principais desta
classe de RNA: o exdnico, o intrénico, o exdnico-intronico e o tRNA intrénico® (Figura 2).
O circRNA exénico (EcircRNA) é formado por um ou varios exoes e representa o corpo
principal do circRNA. O circRNA intronico (CiRNA) é composto apenas por introes,
enquanto o circRNA exdnico-intrénico (EIciRNA) é composto por introes e exoes. Por fim,
o circRNA intrénico de tRNA (tricRNA) é resultado do splicing de introes pré-tRNA. Os
diferentes tipos de circRNA sao distribuidos pelos diferentes locais da célula, sendo que o
ecircRNA se localiza essencialmente no citoplasma, enquanto o ciRNA e o EIciRNA se
localizam no nlcleo, o que esta em concordancia com as diferentes fungoes biologicas que
cada um tem, embora a maioria ainda seja desconhecida®.

Nos ultimos anos, e devido a intensa investigagao do circRNA, chegou-se a conclusao
de que esta seria uma classe de RNA com variadas funcionalidades, nomeadamente na
diferenciacao celular e na homeostase dos tecidos®. No nucleo, o circRNA compete no
processo de splicing, uma vez que quando este contém o mesmo exao do gene parental, o
circRNA ira competir com o splicing linear do pré-mRNA, afetando desta forma o nivel de
RNAs lineares®. No citoplasma, o circRNA tem outras fungoes, nomeadamente na ligagao as
proteinas, visto que alguns circRNAs possuem locais de ligagao as proteinas de ligacao,
funcionando como intermediarios para afetar as suas funcoes®. Por outro lado, e como sao

moléculas estaveis, podem também funcionar como esponjas de microRNA (miRNA),
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eficientes como potencial regulador de genes, sendo que o seu efeito podera inibir ou proteger
o miRNA alvo dependendo do contexto celular®. O circRNA é também capaz de codificar e
traduzir proteinas, tendo por isso um enorme potencial para o desenvolvimento de vacinas®.

Ao contrario do mRNA linear onde os ribossomas fazem a tradugao a partir da
extremidade 5, o circRNA tem de recrutar mecanismos independentes de cap‘“,
nomeadamente através dos locais de entrada do ribossoma interno (IRES) ou pelo local de
envolvimento do ribossoma induzido (MIRES) por Né-metiladenosina (m6A)*, para iniciar a
tradugio e facilitar a produgio de proteinas*'. IRESs sio elementos do RNA que recrutam os
ribossomas para uma regiao interna do mRNA para o inicio da tradugao, sendo que podem
promover a montagem do ribossoma e iniciar a tradugao através do recrutamento de
diferentes fatores de agao trans. O inicio da tradugao mediada por MIRES envolve a metilagao
de m6A em um ou mais locais do RNA, o que permite o recrutamento do fator de iniciagao
para dar inicio 4 tradugido®. No entanto, e tendo em conta que nio possui um codio STOP,
o circRNA ira continuar ligado ao ribossoma, permitindo assim uma tradugao continua e uma
alta expressdo de proteinas”’, sugerindo que esta classe de RNA tem uma melhor estabilidade
e uma imunogenicidade superior as vacinas de mRNA, uma vez que irao provocar respostas
imunes mais fortes aquando da administragio de doses mais baixas*. Depois da produgio de
antigénios, é ativado o nosso sistema imunitario para induzir imunidade humoral robusta e
imunidade celular eficaz com o auxilio das células dendriticas e respostas robustas de células
T citotdxicas, um dos principais alvos da vacinagao®.

Por fim, o seu potencial como biomarcadores de diagndstico e prognéstico é também
uma das suas funcionalidades, sendo que sao também possiveis alvos terapéuticos na futura
medicina personalizada e podem estar envolvidos na tumorigénese. Muitos sao altamente
conservados e tém padrdes de expressio especificos do tecido®, no entanto a expressio de
circRNA nem sempre se correlaciona com a expressao linear do gene correspondente. Pode
entdo concluir-se que o circRNA nao é apenas um subproduto do splicing, mas sim um produto
do splicing alternativo®. Devido a esta panéplia enorme de fun¢des, o circRNA atraiu uma
especial atengao, uma vez que tem um enorme potencial como biomarcador de varias doengas,
nomeadamente doencas oncologicas®.

De forma semelhante ao mRNA linear, a modificagdo quimica de nucleétidos
especificos e a purificagao cromatografica podem minimizar a imunogenicidade deste RNA e
aumentar a taxa de tradugao. A circularizagao pode também melhorar a estabilidade e o tempo
de semivida do RNA no ambiente fisiologico®. Desta forma, o fabrico do circRNA é mais
rentavel, uma vez que o circRNA autocataliza-se com elevada eficiéncia, visto que nao ha 5’ -

cap nem cauda poli(A). O circRNA pode também evitar as respostas imunitarias inatas com
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ou sem a adi¢ao de nucleétidos modificados, o que permite uma maior poupanga de custos.
Pode acomodar sequéncias longas (até 5 ou possivelmente |0 kilobases) e o tempo de

semivida é uma grande vantagem o que ira reduzir a frequéncia de dosagem®.

3.1.2. Self-amplifying RNA (saRNA)

O Self-amplifying RNA (saRNA) é uma classe Unica de moléculas de RNA com a
capacidade notavel de se amplificarem, ou seja, multiplicarem nas células-alvo. Esta classe de
RNA tem origem viral, sendo que se aproveita de alguns mecanismos inerentes de certos
virus, como a replicagio e a amplificagdo, para se multiplicar®.

O saRNA ¢ consideravelmente maior do que o mRNA convencional, uma vez que para
além de conter os elementos base do mRNA (5’ - cap, 5’ UTR, ORF, 3’ UTR e cauda poli(A)),
possui também uma longa regiao de codificagao (ORF) na extremidade 5’ que codifica quatro
elementos nio estruturais proteicos e um promotor subgendémico®' (Figura 3). Os genes que
normalmente estao a jusante do promotor subgenomico e codificam proteinas estruturais
virais sao substituidos por genes que codificam os antigénios de interesse, logo a delegao
destes genes virais torna o mRNA incapaz de produzir um virus infecioso®. Os quatro
componentes funcionais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) desempenham diferentes fungdes. O nspl
€ necessario para a associagdo da membrana plasmatica do complexo de replicase e do 5’ -
cap do RNA viral e o nsP2 é a helicase de RNA e a protease viral no processamento das
poliproteinas®'. O nsP3 medeia as multiplas interagdes virus-hospedeiro-proteina e o nsP4 é a
RNA polimerase dependente de RNA (RPDR)®. Estes quatro componentes constituem o
complexo polienzimatico replicase que codifica as proteinas responsaveis por iniciar e mediar
o processo de replicagao, sendo que desempenham um papel fundamental no reconhecimento
dos elementos de agdo cis RNA’, que correspondem predominantemente a UTRs, localizadas
na extremidade 5', na extremidade 3' e na regido de jungio entre as ORFs nao estruturais e
estruturais®'. Estes elementos servem como locais de reconhecimento para as replicases virais,
sendo essenciais para que o processo de replicagao prossiga de forma eficiente, uma vez que
fornecem os sinais e as estruturas necessarias que permitem as proteinas da replicase se
ligarem e iniciarem a replicagao™.

O alfavirus e o flavivirus sao alguns dos exemplos de virus que irao originar esta classe
de RNA. O saRNA originario do alfavirus contem uma ORF separada a montante do gene de
interesse que codifica todas as proteinas replicase. Por outro lado, no saRNA originario do
flavivirus, as proteinas replicase sao codificadas numa uUnica ORF a jusante do gene de

interesse®.
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Figura 3 - Elementos estruturais essenciais do saRNA: regiao 5’ - cap, regido 5 nao traduzida (5UTR), uma
regido de codificagao que codifica quatro elementos nao estruturais proteicos que constituem a replicase e um
promotor subgenémico, uma regiao de codificagao (ORF), a regiao 3’ nao traduzida (3’'UTR) e uma cauda poli(A).
Adaptado de ?'. A figura foi criada com o BioRender.com

Apos a produgao das proteinas de replicase viral, e o reconhecimento e ligagao destas
replicases aos elementos de agao cis RNA, o processo de replicagao sera iniciado. O complexo
RPDR encontra-se ligado a membrana plasmatica, estando desta forma oculto do sistema
imunitario da célula hospedeira¥. Quando o saRNA (cadeia positiva) é entregue, a replicase
utiliza-o como modelo, formando o saRNA complementar (cadeia negativa), que atua como
um modelo para a replicase sintetizar mais saRNA de fita positiva ou RNA da proteina de
interesse’. Este mecanismo proporciona um sistema de amplificagdo, uma vez que produz
niveis altos e sustentados da expressao de antigénio em relagao ao mRNA convencional. Desta
forma, este € um dos fatores que justifica as doses mais baixas de saRNA utilizado nas vacinas
assim como uma menor frequéncia do processo de vacinagao, tornando o saRNA uma
ferramenta atrativa para aplicagdes terapéuticas®.

A auto-amplificagdo de RNA resulta na exaustao celular, estimulagio do sistema
imunitario e numa resposta antiviral da célula hospedeira resultando na sua apoptose. Desta
forma, este processo mimetiza uma infegao viral e leva ao aumento das respostas das células
B e T. Paralelamente ao processo de auto-amplificagao, o saRNA desencadeia uma estimulagao
do sistema imunitario inato, sendo que esta detegio é mediada por recetores de
reconhecimento de padroes (PRRs) que detetam padroes moleculares associados a agentes
patogénicos conservados (PAMPs), resultando na indugao de respostas inflamatorias e defesas
inatas do hospedeiro. Além disso, a detecao de saRNA por PRRs expressos por APCs,
particularmente as células dendriticas, leva a ativagio de respostas imunes adaptativas®'. Desta
forma, a utilizagao de saRNA garante a indugao de um nivel inicial elevado de produgao de
antigénio e uma imunogenicidade sustentada a partir do saRNA com uma pequena quantidade
de entrada inicial de mMRNA, tornando assim este formato de farmaco um instrumento potente

para a vacinagao profilatica e terapéutica’.
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Estudos demonstram que sao precisos 64 vezes menos material para o
desenvolvimento de uma vacina de saRNA em comparagao com as vacinas com mRNA
convencional, para esta alcangar o mesmo resultado na produgao de antigénios. Desta forma,
esta é uma abordagem menos dispendiosa e mais simples®.

Em geral, a carateristica que define o saRNA reside na sua capacidade de se replicar e
amplificar dentro das células-alvo. Esta carateristica Unica, juntamente com a versatilidade na
concegao e o potencial para a medicina personalizada, posiciona o saRNA como uma
ferramenta terapéutica promissora no campo do tratamento de varias doengas. Os esforgos
de investigagao e otimizagdao em curso centram-se no aperfeicoamento dos sistemas de
entrega de saRNA, na maximizagao dos niveis de expressao da proteina e na elucidagao dos

seus mecanismos de agio para aproveitar todo o seu potencial terapéutico®.

3.1.3. Trans-amplifying RNA (taRNA)

Tendo em conta que a molécula de saRNA é uma molécula muito longa, devido
principalmente aos 4 componentes que constituem a replicase, a sua produgao podera ser
dificultada, assim como a entrega eficiente e o beneficio de uma possivel redugao de dose
podera diminuir*. Tendo em conta este aspeto, e com o objetivo de facilitar e acelerar a
produgao das vacinas de RNA, surgiu o Trans-amplifying RNA (taRNA), uma versao avangada e
otimizada da tecnologia do saRNAY.

O taRNA ¢ constituido por dois RNAs que se encontram separados, um mRNA
otimizado nao replicante que codifica a replicase viral e um transreplicon (TR) codificador do
antigénio de interesse que é amplificado pela replicase co-transfectada (Figura 4)*'.
Consequentemente, a replicase pode amplificar simultaneamente numerosos mRNAs que
codificam diferentes proteinas, tornando mais flexivel o desenvolvimento de mRNAs
terapéuticos’. Apos a tradugio, a replicase amplifica o TR que codifica o antigeno, exigindo
assim quantidades minimas de TR para imunizagao. A amplificagao de TR pela replicase segue
um mecanismo complexo mediado por promotores gendmicos e subgenomicos, onde apenas
genes subgendmicos sao traduzidos em proteinas terapéuticas. Essa complexidade do taRNA
requer simplificagdo e otimizagdo com um design racional para uma evolugio direcionada®.
Por outro lado, a replicase fornecida em trans pode ser produzida em grandes quantidades e

armazenada para uma futura entrega de baixas quantidades de TR especifico do alvo™.
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Figura 4 - Elementos estruturais essenciais do taRNA: mRNA otimizado nao replicante que codifica a replicase
viral e um transreplicon (TR) codificador do antigénio de interesse que é amplificado pela replicase co-transfectada.
Adaptado de ?'. A figura foi criada com o BioRender.com

Esta abordagem tende a ter um perfil de seguranga melhor do que as vacinas saRNA
normais, o que se pode dever ao facto de utilizar duas construgcoes de RNA diferentes que
reduzem ainda mais a possibilidade de particulas virais modificadas serem transferidas para
células hospedeiras®'. Para além deste aspeto, garantem uma produgio rapida e econdmica de
um grande nimero de doses de vacinas®>.

No entanto, o potencial desta tecnologia no combate de doencas infeciosas e em
doencas oncolégicas através da utilizagio de vacinas é bastante limitado®, uma vez que é
necessario produzir dois RNAs assim como é necessaria uma formulagao para entrega deste
RNA in vivo*. Desta forma, espera-se que sejam desenvolvidos novos estudos relativos a este

tipo de RNA.

3.2. LIMTAGOES e MELHORIAS DAS NOVAS TERAPIAS DE RNA

A investigacao e desenvolvimento das novas terapias de RNA sao particularmente
promissoras, no entanto, e assim como o mRNA, é necessario enfrentar desafios como a
especificidade, a imunogenicidade, a otimizagao do sistema de entrega e os perfis de seguranca
a longo prazo para concretizar plenamente o potencial destas terapias’.

Sao varios os desafios associados a utilizagao de circRNA, muitos ja descobertos e
muitos outros por descobrir. A especificidade de uma terapéutica é essencial para evitar que
a mesma provoque efeitos fora do alvo, e consequentemente efeitos adversos. O
direcionamento do circRNA deve ser preferencialmente exercido sem perturbar a expressao
de outras RNAs. Estudos feitos relativamente aos padroes de expressao celular de ciRS-7 no

cancro do cdlon, identificaram a completa auséncia de ciRS-7 em células cancerigenas, assim
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como a alta expressao em células estromais dentro do microambiente tumoral, o que fornece
orientagao para a selecao de uma célula-alvo quando se utiliza o ciRS-7 no tratamento do
cancro do cdlon, direcionando esta terapéutica para um Gnico alvo®.

Por outro lado, o ponto-chave para o sucesso desta terapéutica € evitar a introdugao
de circRNA estranho (RNA sintético ou exdgeno), visto que estes possuem poucas proteinas
associadas ao RNA, assim como podem induzir uma rapida regulagao positiva de varios genes
associados a inflamagao. Desta forma, é de extrema importancia explorar o mecanismo de
distingao entre RNAs¥, no entanto, a investigagio é atrasada por diversos fatores,
nomeadamente na capacidade de os detetar, uma vez que ensaios convencionais de PCR
quantitativa de transcriptase reversa (RT-qPCR) nao distinguem o RNA circular do RNA
linear, caso este seja utilizado como modelo para o desenho de um primer. Desta forma, o
Northern Blotting é considerado uma técnica preciosa para a validagao de novos circRNAs, uma
vez que nenhuma transcrigao reversa e etapas de amplificagao fazem parte do protocolo. A
Hibridizacao in Situ é outra técnica que podera ser utilizada para futuras pesquisas no cancro
para a quantificagdo da expressao de circRNA, uma vez que fornece informagdes espaciais
sobre circRNA especificos e é compativel com amostras de tecido embebidas em parafina
fixadas em formalina, permitindo a distingao entre a expressio de circRNA de células
cancerigenas, da expressao de células nio malignas do tumor?,

O sistema de entrega utilizado para administrar com segurang¢a o circRNA projetado
in vivo é também um desafio importante. Os exossomas tém uma estrutura em bicamada
lipidica que pode proteger o RNA contra a degradagao enzimatica e garantir a sua
concentragao efetiva, além de que o seu tamanho reduzido pode facilitar a sua absorgao nas
células tumorais®. Os exossomas modificados podem ser uma abordagem eficaz, uma vez que
contém circRNA modificados e tém maior afinidade para as células malignas. No entanto, pode
haver a possibilidade de estes atingirem células saudaveis, levando a utilizagio de
nanoparticulas de ouro, por exemplo, para diminuir esta possibilidade. Foram feitos estudos
com nanoparticulas de ouro para administrar circ-Foxo3 em ratos para inibir a progressao de
um tumor?’.

O saRNA e o taRNA sao também tecnologias com inUmeras vantagens nomeadamente
na obtengao de uma elevada expressao de antigénios, assim como fortes respostas imunitarias
com quantidades minimas de mRNA. Para além de que o taRNA utiliza um vetor bipartido,
simplificando assim o protocolo de transfeccao™. No entanto, e como a classe anterior, estes
também tém inumeros desafios que precisam de ser ultrapassados para que estas tecnologias

possam ser utilizadas num futuro préoximo como terapéuticas contra inUmeras patologias.
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A estimulagao do sistema imune inato por vacinas de saRNA transcritas in vitro é um
tdpico complexo que ainda requer estudos adicionais®. A imunizagio deve idealmente
provocar uma resposta imune especifica do antigénio, no entanto, atualmente nao esta claro
se a ativagao imune inata periférica de RNAs transcritos in vitro aumenta ou compromete essa
resposta, uma vez que o proprio vetor pode provocar uma resposta imune indesejavel. ** Por
outro lado, e tendo em conta que estas terapias provocam uma resposta imune mais forte
comparativamente ao mRNA convencional, esta potencialidade pode originar o aparecimento
de efeitos adversos, incluindo febre e inflamacao®. Desta forma, melhorar a reacio de
transcrigao in vitro e a purificagao por cromatografia liquida pode reduzir a estimulagao imune
nao intencional por subprodutos, incluindo RNAs de cadeia dupla (dsRNAs)*. Para vacinas de
saRNA, os beneficios imunogénicos de purificagao podem ser menos significativos do que para
mRNAs convencionais, uma vez que a purificagao pode remover dsRNAs inespecificos, no
entanto a formagio de novos intermediarios dsRNA é inevitdvel durante a auto-amplificagao®.
Por outro lado, como o saRNA usa fatores da célula hospedeira para a replicagao do mRNA,
a adicao de nucledtidos modificados pode ser menos valiosa, uma vez que os nucleétidos
adicionados seriam perdidos durante a amplificagio®. Desta forma, uma das abordagens
praticas para melhorar a tradugao de vacinas de saRNA ¢é a otimizagao das porgoes 5’ UTR e
3' UTR, mimetizando o que ocorre naturalmente no alfavirus, visto que se formam estruturas
secundarias dentro do genoma de RNA para contornar os processos normais de tradugao da
célula hospedeira e para evitar respostas imunologicas. Por fim, a sequéncia que constitui a
replicase pode também ser otimizada’.

A produgao e ampliagao das vacinas de saRNA pode também ser uma limitagao, uma
vez que embora estas vacinas tenham a vantagem de serem sintetizadas rapidamente, fabrica-
las em grande escala pode ser um desafio, especialmente em termos de manutengao de
controlo de qualidade. Para além deste fator, a molécula de saRNA ¢ bastante longa, o que
podera também dificultar a sua fabricagao, assim como podera interferir com o custo de
produgio’.

Por fim, pode surgir um desafio a nivel regulamentar uma vez que como estas siao
tecnologias bastante recentes, as vias regulatorias podem nao estar totalmente estabelecidas

e esclarecidas, o que pode levar a incertezas no processo de aprovagio®.

4. Aplicacdo da Nanotecnologia na Entrega das Novas Terapias de RNA

As novas terapias de RNA tém-se mostrado bastante promissoras no tratamento de

doengas oncoldgicas, nao s6 pela sua estrutura e mecanismo de agao, mas também pelas
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vantagens que apresentam relativamente a produgao e ao facto de serem mais direcionadas
para o alvo’’. No entanto, o maior desafio destas terapéuticas continua a ser a selegio e
otimizagao dos sistemas de entrega destas tecnologias, para consequentemente se conseguir
uma entrega eficiente as células-alvo®®. Para alcangar os efeitos terapéuticos, as moléculas de
RNA devem atingir as células-alvo especificas e produzir as proteinas de interesse suficientes.
No entanto, a entrega direcionada permanece ser desafiadora para os sistemas de entrega de
RNA, destacando a necessidade de materiais de entrega de RNA seguros e eficazes®.

Uma variedade de materiais foi desenvolvida para entrega de mRNA, incluindo lipidos,
polimeros e derivados de proteinas®’. Em particular, as nanoparticulas lipidicas (LNPs) foram
minuciosamente investigadas e entraram em sucesso na clinica para a entrega destas moléculas,
uma vez que conferem biocompatibilidade favoravel, biodegradabilidade e capacidade natural
de penetragio celular®.

A nanotecnologia tem mostrado ser um grande aliado para o sucesso destas
terapéuticas com recurso as varias classes de RNA. Nas Gltimas trés décadas, a nanotecnologia
tem sido alvo de uma investigagao exaustiva com o objetivo de poder utilizar esta plataforma
juntamente as terapias com RNA®. Desta forma, a nanotecnologia apresenta inimeras
vantagens nomeadamente a capacidade de evitar a opsonizagao, a acumulagao nos tumores
por meio do aumento da permeabilidade e efeito de retencao, o direcionamento para as
células-alvo e a modulagio do sistema imunitario®. Varios estudos foram realizados com a
utilizagago de RNA desprovido de veiculo, no entanto, existem predominantemente trés
principais plataformas de entrega: nanoparticulas de origem polimérica, nanoparticulas de

origem lipidica e nanoparticulas inorganicas®'.

4.1. Utilizacao de Nanosistemas na Encapsulacao de RNA
4.1.1. Classes de RNA Desprovidas de Veiculo

Estudos realizados demonstram que o saRNA desprovido de veiculo foi utilizado com
sucesso para imunizagoes in vivo contra o subtipo C do HIV-1, Influenza e virus Zika*, no
entanto, demonstraram também que era necessaria uma dose necessaria significativamente
superior para induzir uma resposta humoral e/ou celular, relativamente a outros estudos
realizados com saRNA encapsulado. Beissert et al. imunizou murganhos através da utilizagao
do taRNA, composto por 20 pg de replicase de doses variadas (0,05 a 31,25 pg) do antigénio
da hemaglutinina (HA), e observou uma protegao completa contra o virus Influenza. Outros
estudos utilizam a técnica de eletroporagao, ou seja, a aplicagao de breves impulsos elétricos

para romper transitoriamente as membranas celulares®', permitindo a entrada do saRNA nas
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células, para administrar uma dose de | ou 10 pg de saRNA por via intramuscular, sendo que
observaram a produgao de anticorpos moderados e respostas celulares contra as proteinas
precursoras da membrana e do envelope do virus Zika*. Todos estes estudos demonstram
que apesar de ser possivel a inducao de respostas imunes através da utilizagdo do saRNA
“despido”, a dose necessaria para este efeito elimina qualquer vantagem de utilizar o saRNA
sem qualquer veiculo®. Curiosamente alguns estudos demonstram que a eletroporagio de
saRNA aumentou significativamente a cinética de expressao comparativamente com o saRNA
“nu” ou formulado com LNPs, uma vez que esta técnica induz uma resposta imune inata

limitada apés a injegao intradérmica®.

4.1.2. Nanoparticulas de Origem Polimérica

Mecanismos de distribuicao eficientes sao necessarios com urgéncia, tendo sido por
esse mesmo motivo, desenvolvidos varios nanomateriais com o objetivo de proteger o RNA
contra a degradagao extracelular, entregar o RNA as células alvo de forma eficiente e por
dltimo promover o vazamento endossomal subsequente a absorgio celular’. As
nanoparticulas de origem polimérica podem ser utilizadas como transportadores, sendo que
varios estudos consideram que as nanoparticulas metalicas sao ferramentas particularmente
importantes e aplicaveis®.

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em polimeros naturais e
conjugados poliméricos sintéticos. Os polimeros naturais, como o quitosano, composto por
N-acetil-dglucosamina e d-glucosamina, poli-I-lisina, ocorre na natureza e é produzido por
todos os organismos vivos. As vantagens destas nanoparticulas sao a boa compatibilidade e
biodegradabilidade, assim como o baixo custo de produgao. Relativamente aos polimeros
sintéticos, destacam-se o poli(dl-lactido-coglicolido) (PLGA), o alcool polivinilico (PVA), o
polietilenoglicol (PEG), o 4cido poli-I-lactico (PLA)® e a polietilenoimina (PEl), um polimero
catidnico utilizado na entrega de acidos nucleicos, composto por cadeias lineares ou
ramificadas que podem facilmente atrair e transportar acidos nucleicos, tendo um efeito de
esponja de protdes que pode facilitar a libertagdo endossomal®’. Sio estes os polimeros mais
usados na entrega de RNAs devido a sua alta estabilidade, boa compatibilidade e
biodegradabilidade. Para além deste aspeto, estes polimeros sintéticos sao faceis de
funcionalizar, ou seja, é possivel adicionar ligandos a estas nanoparticulas para estas serem
direcionadadas para certos alvos terapéuticos, assim como responderem a varios estimulos
quimicos, biolégicos e fisicos®. Um exemplo deste ligando é o écido S,S-2[3-[5-amino-I-

carboxipentil]ureido]pentanodidico (ACUPA)*’. No entanto, alguns destes polimeros
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sintéticos, por exemplo o PLGA, nao podem ser aplicados diretamente na entrega de RNA
devido a auséncia de unidade cationicas, pois esta auséncia ira originar uma baixa interagao
eletrostitica entre os polimeros e o RNA®., Um método para ultrapassar este problema é a
modificagao destes polimeros com a utilizagao de outros polimeros catidénicos, como por

exemplo a PEI, ou a combinagio com polimeros catidnicos em nanoestruturas®'.

4.1.3. Nanoparticulas de Origem Lipidica

Em 1976, os acidos nucleicos foram encapsulados em particulas poliméricas. Anos mais
tarde, a entrega de mRNA foi demonstrada através da utilizagio de lipossomas® (Figura 5).
Os lipossomas sao constituidos por bicamadas formadas por fosfolipidos esféricos e
colesterol, sendo que estas particulas apresentam bom direcionamento e baixa toxicidade. No
seu interior aquoso, podem encapsular farmacos hidrofilicos, enquanto os farmacos lipofilicos
podem ser encapsulados na bicamada lipidica®*. Mais tarde foram desenvolvidos os lipoplexos
(Figura 5), sendo estes os primeiros sistemas de entrega constituidos por lipidos a ser
investigados e utilizados com sucesso na entrega de mRNA as células-alvo®, protegendo o
RNA da degradagao por complexacao e condensagao, apesar de este estar exposto a
superficie do lipoplexo®. No entanto, estas particulas demonstraram ter alta instabilidade,
uma eficacia de transfecgao relativamente baixa e uma composicao personalizavel pobre, visto
que muitas vezes sao formulados com excesso de cargas positivas para promover a ligagao ao
RNA e para também facilitar a interagio com os fosfolipidos anidnicos da membrana
plasmatica e consequentemente promover a endocitose®.

Estas desvantagens limitaram a aplicagao dos lipoplexos, mudando assim o interesse
dos investigadores para a utilizagao das LNPs (Figura 5), uma vez que estas demonstram ter
uma estabilidade superior, plasticidade estrutural e entrega aprimorada®’, sendo que estas sao
as nanoparticulas com maior percentagem em lipidos catidnicos ou ionizaveis e menor
percentagem em fosfolipidos®. As LNPs sio formulagdes lipidicas de tamanho nano (~100 nm)
projetadas para proteger as cargas Uteis do RNA da degradagao e permitir a entrega eficiente
as células-alvo®. Estes nanoportadores sio constituidos por fosfolipidos, moléculas anfifilicas,
sendo que estas contém dois dominios: um grupo de cabega polar e uma regiao de cauda
hidrofébica®, possuindo um interior lipidico liquido (LNPs) ou sélido (SNPs)*. Desta forma,
a morfologia das LNPs nao é como a morfologia de um lipossoma, uma vez que os lipossomas
sdo caracterizados por uma bicamada lipidica envolvendo um nicleo aquoso®, enquanto estas
sao formadas por apenas uma Unica bicamada lipidica®® e um nicleo lipidico homogéneo, onde

os lipidos sio organizados em micelas invertidas ao redor das moléculas de RNA®. Virios
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tipos de lipidos foram estudados para serem utilizados na entrega de mRNA, nomeadamente

os lipidos catidnicos, os lipidos ionizéveis e outro tipo de componentes lipidicos™.
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Figura 5 - llustracao simplista de alguns sistemas de entrega de origem lipidica pela sua ordem de descoberta,
sendo que os primeiros sao os lipossomas, seguindo-se dos lipoplexos e das LNPs. Todas as estruturas sao
estruturas propostas e podem variar dependendo da composicao lipidica e da carga de acidos nucleicos. A
ilustragao destaca a diminuigdo de colesterol e o aumento de PEG e de lipidos cationicos ou ionizaveis,
introduzida para facilitar o encapsulamento ativo de 4cidos nucleicos. Adaptado de . A figura foi criada com o
BioRender.com

4.1.3.1. Lipidos Cationicos

Os lipidos catidnicos sao moléculas anfifilicas, possuindo uma cabega polar com um
grupo com cargas permanentemente positivas e uma cauda hidrofébica®’. Sio exemplos destes
lipidos o 1,2-di-O-octadecenil-3-trimetilamonio-propano (DOTMA), um lipido de amonio
quarternario e combinado com o lipido |,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE)®,
O |,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano (DOTAP), um analogo biodegradavel do DOTMA,
foi também estudado para ser utilizado na entrega de RNA. Estes tipo de lipidos podem ser
utilizados nas formulagdes, sozinhos ou combinados com outros materiais*. Sio inUmeros os
exemplos existentes onde ¢ evidenciada a utilizagao destes lipidos, nomeadamente a utilizagao
de DOTMA na concegio de lipoplexos de mRNA direcionados para o bago no
desenvolvimento de uma vacina contra o cancro sistémico, sendo que a mesma formulagao

foi também utilizada no tratamento da encefalomielite autoimune®.
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4.1.3.2. Lipidos lonizaveis

Os lipidos ionizaveis sao protonados em ambientes com pH acido, o que os torna
carregados positivamente, no entanto permanecem neutros em pH fisiolégico®. Esta
sensibilidade ao pH, caracteristica deste tipo de lipidos, é benéfica na entrega de RNA in vivo®.
Dentro dos endossomas, nos quais o pH é menor do que no ambiente extracelular, estes
lipidos sao protonados e por isso carregados positivamente, o que pode promover a
destabilizacio da membrana celular e facilitar a libertacio do contelldo endossomal®. Sio
exemplos deste tipo de lipidos o |,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DLin-DMA),
utilizado na entrega de siRNA, assim como o (6Z,97,28Z,31Z)-Heptatriaconta-6,9,28,3 |-
tetraen-|9-yl 4-(dimetilamino)butanoato (DLin-MC3-DMA), um dos componentes chave na
entrega do Onpattro, o primeiro medicamento com siRNA aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA)®. A utilizagdo de lipidos ionizéveis zwitteribnicos pode também ser
aplicada na entrega de RNA, tendo a mesma capacidade para escapar dos endossomas e
levando & expressdo da proteina de interesse e 4 edi¢io do genoma in vivo®*’. Além de funcionar
como componentes de entrega, os lipidos podem também ter um efeito terapéutico sinérgico
com as proteinas codificadas do RNA. Um dos exemplos estudado é a utilizagao de lipidos
com uma amina heterociclica como grupo principal, sendo que esta pode ativar a via de
sinalizagao do estimulador dos genes de interferao (STING) com células dendriticas. Estes
lipidos, componentes de uma vacina de mRNA, induzem potentes respostas de linfécitos T
citotoxicos e inibem o crescimento tumoral em modelos de murganhos®. Lipidos conjugados
com paclitaxel encapsulado com mMmRNA supressor de tumor podem ser aplicados na

quimioterapia e na terapia génica como tratamento do cancro da mama triplo positivo®.

4.1.3.3. Componentes Lipidicos

Para além desta duas classes de lipidos, as formulagoes lipidicas de nanoparticulas
normalmente contém outros componentes lipidicos, nomeadamente fosfolipidos
(fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina), colesterol ou lipidos funcionalizados como o PEG.
Os fosfolipidos melhoram as propriedades das nanotransportadores lipidicos, como a
estabilidade das particulas, eficacia de entrega, tolerabilidade e biodistribuicao. Por exemplo,
a |,2-diestearoil-snglicero-3-fosfocolina (DSPC), uma fosfatidilcolina com caudas saturadas,
tem uma temperatura de fusao de 54°C e uma geometria cilindrica que permite que as
moléculas de DSPC formem uma fase lamelar, que estabiliza a estrutura das LNPs®.. O DOPE
é outro exemplo de uma fosfoetanolamina com duas caudas insaturadas, com uma

temperatura de fusao de 30°C e uma forma cénica, sendo que este componente tende a
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adotar uma estrutura hexagonal invertida, o que destabiliza as membranas endossomais e
permite o escape do conteldo endossomal®. O colesterol é um dos componentes mais
comuns nestas formulagdes, uma vez que aumenta a estabilidade das particulas modulando a
integridade e rigidez da membrana. A geometria molecular dos derivados de colesterol pode
afetar ainda mais a eficicia de entrega e a biodistribuicdo dos nanotransportadores®’. Por
exemplo, analogos de colesterol com C-24 alquilfitoesterois aumentam a eficacia de entrega
in vivo deste tipo de formulagoes. Desta forma, o comprimento das caudas hidrofobicas dos
andlogos e colesterol, a flexibilidade dos anéis de esterdis e a polaridade dos grupos hidroxilo
afetam a eficacia de entrega®. Por fim, o PEG pode ter inimeros efeitos nas propriedades
destes veiculos lipidicos, sendo que a quantidade de PEG pode afetar o tamanho das particulas
e o potencial zeta, caracteristicas importantes para a entrega eficaz do RNA’. Contribuiu para
a estabilidade das particulas, diminuindo a agregacao das mesmas, sendo que certas
modificagdes na molécula de PEG podem prolongar o tempo de circulagao sanguinea das
nanoparticulas, reduzindo a depuragao do sangue nos rins e o sistema de fagocitario
mononuclear’’. Por outro lado, o PEG torna as nanoparticulas invisiveis aos fagocitos,
aumentando o seu tempo de circulagio, sendo por isso chamadas as nanoestruturas
PEGuiladas, nanoparticulas “Stealth”®. O PEG pode também ser utilizado para conjugar
ligandos especificos para uma entrega direcionada. A extensao dos diferentes efeitos depende
das proporgoes e propriedades da propria molécula de PEG, como por exemplo a massa
molar e o comprimento lipidico®”. Um exemplo deste efeito é a utilizagio de PEG,000-DMG e
PEG2000-DSG, dois PEG-lipidos neutros, sendo que é o comprimento das suas cadeias saturadas
que os distinguem com C; e C,g, respetivamente. As formulagées contendo PEG;0-DMG, ou
seja, com uma cadeia saturada mais curta, tém tempos de circulagdio mais curtos e maior
eficacia de entrega in vivo do que as formulagoes com PEG;000-DSG. Essa diferenga pode dever-
se a dissociagao mais rapida do PEGy-DMG, o que pode beneficiar a captagao celular e o
escape endossomal das nanoparticulas®. Por fim, as LNPs PEGuiladas tém a capacidade de
evitar a opsonizagdo por proteinas séricas e a detecio pelo sistema reticuloendotelial (RES)*.

Podemos concluir que as nanoparticulas a base de lipidos oferecem uma abordagem
nao viral, sendo muito utilizadas uma vez que sao compostas por componentes da mesma
natureza dos componentes da membrana celular, facilitando a entrega as células-alvo. Para
além deste aspeto, estas nanoestruturas apresentam inimeras vantagens nomeadamente uma
boa compatibilidade, biodegradabilidade e uma facil preparagio®. Desta forma, estes veiculos
tém sido utilizados para encapsular varios tipos de RNA, sendo que alguns estudos colocaram
a hipotese de que o saRNA seria mais dificil de encapsular devido ao seu tamanho maior, no

entanto, concluiu-se que o saRNA pode ser na mesma encapsulado em LNPs”.
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4.1.4. Nanoparticulas Inorganicas

O desenvolvimento de nanoparticulas inorganicas na terapia contra o cancro é notavel,
uma vez que estas nanoparticulas possuem propriedades fisico-quimicas distintas, assim como
possuem fun¢des de diagnodstico e terapéuticas®. Sio exemplos destas nanoparticulas
inorganicas os nanomateriais de silica mesoporosas, nanotubos de carbono e nanoestruturas
metalicas, como o 6xido de ferro, a prata e o ouro. Estas nanoparticulas inorganicas sao
sintetizadas por polimeros biodegradaveis e particulas inorganicas. Consequentemente, as
propriedades destas nanoparticulas sao faceis de controlar, sendo que a modificagio de
superficie, a boa reprodutibilidade e a facil absor¢ao celular sao algumas das suas vantagens.
No entanto, o nivel de degradabilidade de todos os materiais inorganicos ainda nao foi
totalmente determinado, logo a toxicidade pode ser um problema destas nanoparticulas®.

As nanoparticulas de 6xido de ouro-ferro (GIONs) melhoram a detegao da progressao
do tumor pela combinagio de técnicas de tomografia computadorizada, ressonancia
magnética, imagem fotoacustica e espetroscopia Raman aprimorada de superficie. Para além
deste aspeto, estas representam uma espécie de agentes fototérmicos que danificam
eficientemente as células malignas por ablagio fototérmica. A superficie GION pode ser
funcionalizada através da ligacao covalente com tios e oligonucleotideos que se ligam a RNAs
terapéuticos para o transporte para as células malignas danificadas, sendo que desta forma,
apresentam um efeito sinérgico na terapia contra o cancro®.

As nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas facilmente como materiais
uniformes com baixa dispersao de tamanho, sendo prontamente funcionalizadas por meio de
modificacago com diferentes monocamadas, multifuncionais, fragcdes e agentes de
direcionamento’. Devido as suas propriedades fisico-quimicas e biofuncionais Unicas, como a
atividade anti-inflamatéria, antiangiogénese, antiviral, antifingica e antibacteriana, as
nanoparticulas de prata desempenham um papel importante no desenvolvimento e
implementagdo de novas estratégias biomédicas’'. Além disto, a sua toxicidade e
biodistribuicao in vivo podem ser controladas otimizando o tamanho da particula e a
funcionalidade da superficie’’. No entanto, é necessario ter alguma atengio a sua alta
toxicidade e baixa estabilidade, apesar de ambas as desvantagens possam ser ultrapassadas

com modificagdes apropriadas’'.
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4.2. Mecanismo de Entrega das Novas Terapias de RNA

Por mais de duas décadas, os investigadores tém tentado resolver os desafios
relacionados com a aplicagdo terapéutica de RNAs, nomeadamente questoes relacionados
com a distribuigdo intracelular, a estabilidade e estimulagio de uma resposta imune®’. Para
funcionar in vivo, os nanotransportadores precisam de superar multiplas barreiras
extracelulares e intracelulares®.

Depois do RNA ser protegido da degradagao pelas nucleases dos fluidos biologicos,
esta formulagao deve evitar a eliminagao por filtragao glomerular renal apés administragao
sistémica, sendo que a incorporagdo com PEG ird diminui esta depuragio renal®,

De seguida, os sistemas lipidicos de nanoparticulas-RNA precisam de atingir os tecidos
alvo, para de seguida ocorrer a internalizagio pelas células-alvo®®. Existem dois modelos de
direcionamento de farmacos: o ativo e o passivo. O direcionamento passivo entende que a
razao por detras do direcionamento dos farmacos € a vascularizagao deficiente do tecido
tumoral com um crescimento rapido e uma drenagem linfatica defeituosa que contribui para
a retencao das nanoparticulas. Estas nanoparticulas passam por vasos sanguineos
hiperpermeaveis, e devido ao seu reduzido tamanho, acumulam-se preferencialmente no local
do tumor devido ao efeito EPR. O direcionamento ativo consiste na interagao da nanoparticula
formulada com um ligando, com os recetores expostos a superficie das células-alvo, o que
auxilia a sua acumulagao intracelular por meio de endocitose mediada por recetores. Logo,
estas nanoparticulas estio direcionadas para um determinado alvo’. Além disso, a
biodistribuicao direcionada de formulagoes lipidicas pode ser melhorada por meio de
acidificacdo e otimizagdo da nanoparticula, nomeadamente através da incorporagao de
anticorpos no revestimento das nanoparticulas para entregar as moléculas de RNA a linfocitos
inflamatérios e células tumorais positivas para o recetor de fator de crescimento epidérmico®.
A seletividade de 6rgaos pode também ser atingida ajustando as proporgoes de componentes
lipidicos da formulagio em causa®.

Quando as nanoparticulas atingem as células-alvo, estas podem ser internalizadas por
varios mecanismos, nomeadamente macropinocitose e endocitose. A via endocitica depende
das propriedades da nanoparticula e do tipo de célula. Apos ocorrer a internalizagao das
nanoparticulas, estas sio posteriormente incorporadas em endossomas’, sendo que o
posterior escape endossomal é crucial para a entrega efetiva do RNA [29], sendo este o ultimo
passo da entrega destas nanoparticulas. Embora o mecanismo ainda nao tenha sido totalmente
compreendido, a caracteristica mais notavel da via endossomal é a mudanga do gradiente de

pH®. Por esta razio, a principal abordagem para facilitar o escape endossomal das
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nanoestruturas tem sido torna-los suscetiveis a acidificagio dos endossomas. Entre as varias
estratégias para induzir o escape endossomal das nanoestruturas, varios cenarios sao
amplamente aceites: a destabilizagio da membrana endossomal e a rutura osmotica dos
endossomas’”.

De modo geral, considera-se que os materiais a base de lipidos tém uma maior
propensio para destabilizar a membrana’?, uma vez que os lipidos carregados positivamente
podem facilitar a interagao eletrostatica e a fusio com as membranas endossomais carregadas
negativamente, resultando desta forma, no vazamento das moléculas de RNA para o
citoplasma da célula, e consequentemente a produgio da proteina de interesse®'. Todo este
processo pode ser facilitado através da otimizagao dos valores de pKa dos lipidos ionizaveis.
Por outro lado, as propriedades das caudas lipidicas pode afetar o escape endossomal,
nomeadamente com a utilizagao de lipidos com caudas ramificadas, uma vez que varios estudos
demonstram que com a utilizagdo destas, o escape endossomal é melhorado quando
comparado com a utilizagdo de caudas lineares, devido a protonagao mais forte do pH
endossomal. Logo, modular o tipo de lipidos e a propor¢ao dos mesmos na formulagao lipidica
pode também contribuir para o escape endossomal®®.

Por outro lado, acredita-se que os materiais de origem polimérica rompem os
endossomas por ruturas osmoticas. Independentemente da natureza das nanoestruturas e do
mecanismo que ocorre, a eficiéncia do escape endossémico permanece extremamente baixa,

o que exige a implementagio de novos métodos para aumentar o escape endossémico’.

4.3. Vias de Administracdao para a Entrega das Novas Terapias de RNA

Outro aspeto muito importante na formulagio das LNPs é a escolha da via de
administragao, uma vez que esta pode influenciar a distribuicao das mesmas pelos érgaos do
organismo, assim como a cinética de expressao e os resultados terapéuticos das formulagoes
de LNPs. A via de administracao é frequentemente determinada pelas propriedades das
nanoparticulas e pelas indicagdes terapéuticas das mesmas®. Apds a administragio
intravenosa, muitas nanoparticulas podem acumular-se no figado, sendo que este é capaz de
produzir proteinas secretoras®. Desta forma, as nanoparticulas podem ser administradas por
esta via quando existem proteinas em falta relacionado com disturbios metabdlicos e
hematolégicos ou mesmo para produzir anticorpos para neutralizar agentes patogénicos ou
atingir células cancerigenas. Por outro lado, esta via de administragao pode levar a acumulagao
das LNPs em varios ganglios linfaticos, o que pode aumentar as respostas imunes as vacinas

de RNA®, A via de administragio topica é também explorada quando o objetivo é alcangar
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efeitos terapéuticos locais, sendo que esta via permite a suplementagio de proteinas
terapéuticas em tecidos especificos como o coragao e o cérebro. Esta via pode também
estimular respostas sistémicas, através da injecao intradérmica, intramuscular e subcutanea,
uma vez que as APCs presentes na pele e no musculo, podem ser recrutadas e processar
antigénios codificados através do RNA, produzindo respostas imunes robustas”. A via
intranasal pode também ser utilizada, uma vez que as APCs dos ganglios linfaticos periféricos
podem endocitar este tipo de formulagdes®. Por fim, pode ser utilizada também a injegdo
intratumoral, com o objetivo de estimular um ambiente inflamatéorio local, e
consequentemente a ativagao das células do sistema imunitario e a iniciagao das respostas

anticancerigenas sistematicas®.

5. Aplicacdao das Novas Terapias de RNA no Tratamento de Doencas Oncolégicas

O desenvolvimento de vacinas contra o cancro € o principal foco na investigagao em
curso relativamente a esta doenga. Para conceber uma vacina contra o cancro, é de extrema
importancia comegar pela identificagdo de antigénios associados ao tumor. Além disso,
conhecer o microambiente tumoral que permite a progressao do tumor e o escape ao sistema
imunoldgico do hospedeiro é essencial para conceber o desenho de uma vacina®.

As pesquisas atuais sobre o cancro concentram-se em varios tipos de vacinas: (I)
vacinas baseadas em antigénios, proteinas associadas a tumores com diferentes sistemas de
distribuicao, (2) vacinas a base de peptideos, (3) vacinas celulares baseadas em células
dendriticas carregadas com antigénios tumorais, linhas celulares tumorais alogénicas, células
cancerigenas autologas e por fim, (4) vacinas com acidos nucleicos, incluindo o DNA e o RNA.
Considerando as suas vantagens, incluindo eficacia, seguranga, tempo e relagao custo-eficacia,
a estratégia da vacina de mRNA merece atengao, uma vez que esta contra doengas infeciosas
ja provou os seus beneficios de aplicagao, embora ainda esteja em ensaios clinicos para ser

aplicada como terapia no cancro, como foi abordado anteriormente?’.

5.1. Aplicacdo do circRNA no Tratamento de Doencas Oncoloégicas

Tendo em conta todas as suas fungdes, o circRNA participa em varios processos
fisioldgicos e patologicos, desempenhando um papel importante na patogénese do cancro,
uma doenga com caracteristicas individuais®®, como instabilidade e mutagio do genoma,
reprogramagao do metabolismo energético, sustentagao da sinalizagdo proliferativa,

resisténcia a morte celular, ativagao da invasao e metdstase, entre muitos outros, sendo que

82



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

varios estudos sugerem que o circRNA estd envolvido em todos estes processos de
desenvolvimento do cancro®.

O circRNA esta envolvido na modulagao de diferentes respostas do sistema imunitario,
em diversos pontos de controlo imunoldgico, assim como na oncogénese. Esta classe
desempenha também a fungao de biomarcador de diagndstico e progndstico de varios tipos
de cancro, estando expresso em tecidos tumorais e tecidos normais de forma distinta, com
caracteristicas e em quantidades diferentes®. Para além deste aspeto, também apresenta
vantagens relativamente aos biomarcadores classicos devido a sua sensibilidade e
especiﬁcidade”. Por fim, é secretado em fluidos corporais, nomeadamente na saliva, urina,
sangue e liquido cefalorraquidiano, sendo esta uma grande vantagem na detengao e vigilancia
do cancro, uma vez que é uma técnica nao invasiva e precisa. Varios estudos estao a decorrer
para investigar melhor a fun¢ao desta classe de RNA em estudos de resisténcia de varios
medicamentos®.

Podemos concluir que esta é uma classe de RNA que podera ser utilizada com
diferentes objetivos, devido a vasta gama de fungdes que apresenta, sendo por isso uma classe
muito promissora e com enorme potencial para ser investigada®. No entanto, a fungio
principal em estudo ¢ a utilizagdo do circRNA no tratamento do cancro, uma vez que o este
esta envolvido na tumorigénese. Varios circRNAs foram identificados como promotores ou
supressores de varios tumores, uma vez que influenciam os fenotipos tumorais de varias
formas, nomeadamente na angiogénese, proliferacio ou crescimento, invasio e metastase®.
Um dos exemplos estudado ¢ o ciRS-7 atuando como oncogene, sendo este super-regulado
em tecidos de cancro colorretal (CRC), enquanto a superexpressao de ciRS-7 in vitro pode
induzir um fenétipo maligno®. Outro exemplos estudado é o circ-Foxo3, regulado
negativamente no cancro de bexiga, em contraste com a sua superexpressao, uma vez que
esta podera induzir a apoptose do cancro de bexiga através da inibicao do miR-191, uma familia
de precursores de microRNA. No entanto, ainda sao precisos muitos estudos para conciliar
a aplicagio da terapia génica com esta estratégica’.

Para além da terapia génica, os circRNA podem ser utilizados como vetores
terapéuticos devido a sua estabilidade Unica e capacidade de ligagao a miRNA e a proteinas.
Desta forma, estes podem ser desenvolvidos com locais de ligagao de miRNAs e/ou proteinas,
o que pode resultar numa estratégia simples, eficaz e conveniente®. Liu et al foram os
primeiros a sintetizar circRNA com um local de ligagao especifico do miR-21 (scRNAZ21),
sendo que depois da transfeccao deste tipo de RNA, trés tipos de células aumentaram a sua
apoptose. Desta forma, o circRNA sintético direcionado a varios miRNAs, proteinas ou

combinagao de ambos pode prejudicar varias vias oncogénicas. Posteriormente, o mesmo
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grupo desenvolveu um circRNA de miR-21 e miR-93, o que levou a inibicao significativa da
proliferacao e migracao de células cancerigenas in vitro e notavel supressao do crescimento
tumoral in vivo. Este circRNA pode ser administrado através da utilizagao de exossomas, o que
pode melhorar a sua eficacia de direcionamento e aumentar a quantidade de entrega®.

Por fim, e como ja abordado, os tumores podem escapar ao nosso sistema imune inato
e adaptativo diminuindo a exposi¢ao dos seus antigénios e reduzindo a fungao das células T
efetoras e das células dendriticas, sendo que sao infinitas as respostas que precisam de ser
respondidas relativamente a heterogeneidade dos tumores. O circRNA pode constituir uma

estratégia de imunoterapia antitumoral®

. Variados estudos foram realizados para investigar a
capacidade do circRNA nesta vertente, nomeadamente a influéncia do circRNA nas células
Natural Killer (NK). Com esse objetivo, foi utilizado um plasmideo especifico para a
superexpressao de circARSP91, seguindo-se uma andlise da resposta das células do carcinoma
hepatocelular (CHC) a citotoxicidade provocada pelas células NK. Foi identificada a proteina
de ligagao ULI6 regulada positivamente (ULBPI) e concluiu-se que esta poderia afetar a
ativagao das células NK. Por fim, concluiram que o circARSP9I| poderia fortalecer a

|75, Existe também

citotoxicidade antitumoral das células NK ao regular positivamente o ULBP
uma estreita relagcao entre o circRNA e o miRNA, sendo este Ultimo mais claro e mais
estudado. Através de banco de dados, podemos prever um potencial circRNA regulando
miRNAs associados a imunidade tumoral e identificar potenciais novos antigénios tumorais. *
Por fim, alguns circRNA contribuem indiretamente para a imunidade antitumoral afetando
algumas proteinas, como € o caso do circ-Foxo3 endogeno que podera provocar a degradagao
de p53, modulando a resposta imunitaria pela formagao de um complexo com MDM2. O
silenciamento do circ-Foxo3 pode aumentar a viabilidade celular, enquanto a sua
superexpressao pode induzir a apoptose celular e suprimir o crescimento tumoral. Desta
forma, podemos concluir que estes circRNA podem ser alvos potenciais para terapia
antitumoral, no entanto, os mecanismos subjacentes do circRNA permanecem amplamente
desconhecidos®.

Muitos sao os estudos que indicam o circRNA como uma terapia promissora contra o
cancro, no entanto, sio muitos os desafios que precisam de ser ultrapassados’. Com o
desenvolvimento de novas tecnologias, serao descobertos mais circRNAs como marcadores
de diagnostico e prognéstico, o que podera orientar a selecao de medicamentos clinicos. Serao
formuladas estratégias terapéuticas que dependem do circRNA e que irao proporcionar novas
perspetivas e orientagoes na terapia do cancro. Acredita-se que cada investigagao e estudo
realizados, aproximam-nos de obter uma abordagem mais adaptada ao doente e com menos

efeitos adversos®®.
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5.2. Aplicacdo do saRNA no Tratamento de Doencas Oncolégicas

A nocao de usar saRNAs sintéticos como uma vacina foi descrita pela primeira vez por
Zhou et al. quando eles modificaram um replicao SFV para expressar a nucleoproteina do virus
Influenza. Alguns anos depois, o mesmo grupo descreveu uma abordagem semelhante com o
objetivo de imunizar murganhos contra o virus Influenza, virus respiratério sincicial (RSV) ou
virus da doenga louping (LIV). Esses estudos demonstraram o potencial das vacinas de saRNA
transcritas in vitro para induzir respostas imunes protetoras em ratos apoés injecao
intramuscular de RNA nio formulado®.

Mais de uma década depois, Geall et al. descreveram a primeira vacina de saRNA
formulada com LNP para RSV e HIV-I. Um lipido catidnico ionizavel foi utilizado para
encapsular o saRNA, o que conferiu protecao contra a degradagao da RNase e, ap6s a injecao
intramuscular, aumentou a imunogenicidade, quando comparado ao saRNA nao formulado. A
imunidade protetora profilatica foi alcangada, o que foi equivalente e comparavel aos titulos
neutralizantes necessarios para proteger os individuos da infe¢ao™.

Desta forma, podemos perceber que as terapéuticas com saRNA tém sido investigadas
para diversas areas terapéuticas, nomeadamente contra o SARS-CoV-2, o virus Influenza, virus
da raiva e o HIV-1°. O desenvolvimento e a otimizagao destas novas terapias como ferramenta
terapéutica para o tratamento do cancro é também muito promissora, nomeadamente no
melanoma e no cancro do célon’.

Apesar da tecnologia do saRNA ainda nao ter sido aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA), os seus resultados promissores nos ensaios clinicos e as caracteristicas
superiores que apresenta relativamente ao mRNA, dao origem a uma nova era na vacinologia.
Desta forma, o uso de vacinas com saRNA contra o cancro pode alcangar uma expressao
robusta de antigénios num curto periodo*. O saRNA pode ser concebido para expressar
antigénios associados ao tumor, fatores imunoestimuladores ou outras proteinas terapéuticas
para atingir diretamente as células cancerigenas ou modular a resposta imunitaria contra o
cancro”'. Desta forma, o alvo do antigénio pode ser um fator tumoral geral, como o antigénio
carcinoembrionario, ou uma proteina especifica do tumor, como os antigénios E6 e E7 do
papilomavirus humano’’. Esta versatilidade permite que o saRNA seja adaptado a varios tipos
de cancro individuais ou a caracteristicas especificas do doente, contribuindo para o campo
emergente da medicina personalizada.

Apos a injecao de saRNA, os antigénios desejados sao traduzidos e apresentados ao

MHC | e Il, o qual ird induzir uma resposta imune celular e humoral, através da ativagao das
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células T especificas do tumor e da estimulagao das células B, resultando no controle do
crescimento e na regressio tumoral’®. Estudos demonstram a indugao de respostas imunitérias
potentes, inibicao do crescimento tumoral e aumento das taxas de sobrevivéncia em modelos
animais. Estao a decorrer ensaios clinicos para avaliar a seguranga, a tolerabilidade e a eficacia
das terapias baseadas no saRNA em doentes humanos. Estes ensaios visam avaliar a capacidade
do saRNA para induzir respostas imunitdrias antitumorais e o seu potencial como terapia
auténoma ou em combinagio com outras modalidades de tratamento’’. Por outro lado, os
resultados clinicos apoiam estudos adicionais para melhorar e desenvolver novas estratégias
de entrega, nomeadamente uma injegao intratumoral de saRNA encapsulado com LNPs, sendo

que esta é uma tecnologia em constante avango®.

5.3. Panorama Atual no Mundo da Investigacdo: Ensaios Pré-clinicos e Clinicos

O campo da vacinologia de RNA esta em constante evolugao a medida que novos
estudos visam melhorar a transcrigao in vitro, otimizar formulagoes com a utilizagao de
adjuvantes, melhorar os veiculos de entrega e, finalmente, refinar a farmacocinética in vivo. No
entanto, com uma variagao tao grande nas abordagens de vacinagao e poucas comparagoes
paralelas, é dificil decifrar quais serdo as estratégias melhores*.

Até ao momento, nao houve relatos pré-clinicos onde apenas o circRNA tenha sido
usado como alvo ou como vetor terapéutico para o tratamento do cancro, mas esse cenario
podera mudar no futuro®. Existem apenas alguns ensaios clinicos onde a circRNA ¢é utilizado
para explorar as outras fungdes deste RNA, nomeadamente como biomarcador®. Ao projetar
a terapéutica com circRNA, existem algumas questoes importantes a serem consideradas. O
direcionamento de circRNAs oncogénicos deve ser preferencialmente realizado de uma
maneira que nao interfira na expressao linear do MRNA. Uma rota terapéutica viavel pode
ser interferir com o splicing reverso introduzindo oligonucleotideos antisense complementares
aos sinais de splicing reverso no pré-mRNA. No futuro, também poderemos ver aplicagoes
para circRNAs pré-formados independente de splicing nuclear e exportagao. No entanto, deve
haver especial atengao para nao induzir uma resposta de interferao pela introducao de
circRNA estranho. Para qualquer uma das estratégias mencionadas acima, um grande desafio
sera atingir a maioria das células malignas para evitar a recorréncia do cancro®.

Por outro lado, existem varios ensaios pré-clinicos e clinicos relativos ao saRNA, onde
esta classe de RNA ¢ utilizada em varias indicagoes clinicas, nomeadamente no tratamento do
cancro®. A administragio intratumoral de saRNA encapsulado com LNPs levou a expressio

de niveis elevados de IL-12, resultando hum microambiente tumoral altamente inflamado e
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iniciando a imunidade antitumoral sistémica. Em varios modelos animais, uma Unica injegao
intratumoral erradicou grandes tumores e induziu memoria imunoldgica protetora,
permitindo uma regressio de tumores distais nao injetados®. Outro ensaio pré-clinico teve
como objetivo identificar seis mutagoes nas proteinas nao estruturais. Modelos animais com
melanoma foram injetados com LNPs de saRNA, através de uma administragao intratumoral.
Estudo concluiu que quando o saRNA mutante é entrega as células ocorre um aumento na
produgao de IL-2 intratumoral, assim como na infiltragago de T CDS8, resultando num
crescimento tumoral mais lento. Estes resultados devem-se ao facto de as mutagoes presentes

no saRNA aumentarem a expressao do gene de interesse® (Tabela 2).

Tabela 2 - Ensaios pré-clinicos in vivo com a aplicagado do saRNA no tratamento do cancro

Classe de Veiculo Referéncia
Tipo de Tumor Via de Administragao
RNA Utilizado Bibliografica
saRNA Melanoma LNP Intratumoral 8l
saRNA Melanoma LNP Intratumoral 8
saRNA Carcinoma do Célon LNP Intratumoral 8l

Ensaio clinico realizado para avaliar a atividade antitumoral, a seguranca e tolerabilidade
em doentes com cancro colorretal com a utilizagao de uma vacina de saRNA e de outras
terapéuticas. Este estudo baseia-se no principio de que os tumores apresentam mutagoes
Unicas nas suas células, sendo que a detegao destas mutagoes permite a identificagao de
neoantigénios exclusivos do tumor de cada doente para os mesmos serem incluidos na vacina
administrada, originando assim uma terapéutica personalizada®. Outro estudo baseia-se num
estudo randomizado de fase |l para avaliar a atividade imunoldgica e antitumoral da vacinagao
simultanea com VPR-HER2 e pembrolizumab em doentes com cancro da mama com
superexpressiao de HER2 avangado®. Estudo realizado em doentes com cancro colorretal em
estadios avangados foram administrados com uma vacina de saRNA encapsulada em VPR. Os
resultados foram promissores, uma vez que a sobrevida em 5 anos dos doentes em estadio IV
foi de 17%, enquanto os doentes em estadio Ill apresentaram um sobrevida de 75%% (Tabela

3).

Tabela 3 - Ensaios clinicos da aplicagdo do saRNA no tratamento do cancro

Classe Veiculo Via de ID Ensaio Referéncia
Tumor em Estudo
de RNA Utilizado | Administracdao Clinico Bibliografica
saRNA Colorretal | - Intramuscular NCT05456165 83
saRNA Mama VPR Intravenoso NCT03632941 84
saRNA Colorretal VPR Intramuscular NCT01890213 8
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E de acrescentar que a Replicate Bioscience, juntamente com a Strand Therapeutics, a
Kernal Biologics, a Orna Therapeutics, a Laronde e a Circ Bio, investiram na tecnologia do saRNA
e tém planos para desenvolver construgcoes de saRNA para prevenir a resisténcia aos
medicamentos em varios tipos de cancro®. A Orbital, indUstria biofarmacéutica fundada por
veteranos da Alnylam Pharmaceuticals, Beam Therapeutics, ARCH Venture Partners e varias
instituicoes académicas, investiu 270 milhoes de dolares nesta tecnologia. Esta start-up visa
melhorar a saude global através do potencial dos medicamentos a base de RNA para tratar
doengas humanas de formas anteriormente nao possiveis, acreditando no seu futuro
promissor™,

Apesar de ainda nao estarem disponiveis ensaios clinicos com a aplicagao do taRNA
no tratamento de doencgas oncologicas, saio muitos os estudos que utilizam esta tecnologia
para o tratamento de doengas infeciosas. Recentemente, foi desenvolvida uma vacina de
taRNA contra o virus Influenza, utilizando o mRNA nao replicante que codifica o gene da
replicase e um TR-RNA que expressa a hemaglutinina do virus Influenza®*. Com um perfil de
seguranga favoravel, verificou-se que uma baixa dose de RNA (50 ng) era suficiente para
induzir anticorpos neutralizantes e desencadear uma resposta imunitaria protetora contra o
este virus®®>. Desta forma, evidenciou que o taRNA é capaz de induzir respostas imunes
protetoras com menos RNA antigénico, quando comparada a vacina candidata de saRNA.
Concluiram que a amplificagao do RNA pelas replicases é mais rapida e eficiente com RNAs
mais curtos®. Por fim, ocorreu um estudo que desenvolveu uma vacina de taRNA contra o
virus Chikungunya (CHIKYV), induzindo numa potente resposta imune humoral e celular, o que
resultou na protegao de murganhos contra este virus. Estes dados mostram que o sistema
taRNA pode ser usado para gerar vacinas multivalentes, no entanto, serio necessarias

otimizagdes adicionais para aplicagio clinica®.

6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O progresso das tecnologias de mRNA e dos sistemas de entrega baseados em LNPs
permitiu o desenvolvimento de vacinas de mRNA para o COVID-19 numa velocidade sem
precedentes, demonstrando o potencial clinico das formulagoes de LNPs-mRNA. Uma
variedade de LNPs foi explorada e otimizada para entrega de mRNA, fornecendo informagoes
valiosas para o futuro design da terapéutica de mRNA. O desenvolvimento de LNPs de ultima
geragao e outros tipos de materiais de entrega permitira que terapias baseadas em mRNA

possam ser utilizadas para uma ampla gama de doengas e melhorara os cuidados de satide num
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futuro proximo. No entanto, e devido as limitagdes que apresentou, varias industrias
continuaram a investigar e a procura de novas respostas no mundo do RNA®,

O surgimento do saRNA e do taRNA, assim como o circRNA, veio trazer uma nova
abordagem e perspetiva relativamente a imunoterapia Devido as vantagens da regulagao
positiva do gene usando saRNA, prevé-se que mais medicamentos com saRNA sejam
desenvolvidos e transformem a saude, o tratamento e a medicina dos doentes. Uma maior
compreensao da quimica do saRNA e do seu mecanismo de regulagao positiva do gene ajudara
a melhorar a selegao de saRNA com minimo efeito fora do alvo e imunogenicidade com maior
poténcia e estabilidade. Além de usar o saRNA como um agente Unico, prevé-se que possa
ser aplicado posteriormente em diferentes paradigmas de tratamento. Uma possibilidade de
otimizagao é combinar o saRNA com outros medicamentos para melhorar os tratamentos,
sendo que este beneficio é considerado por muitos investigadores inestimével®.

A utilizacdo das terapéuticas com RNA em conjunto com nanomateriais € uma
estratégia valiosa para melhorar a eficacia da imunomodulagao para tratamentos contra o
cancro®. Os avangos nos sistemas de entrega visam melhorar a eficiéncia da entrega de saRNA,
a especificidade do alvo e minimizam os potenciais efeitos fora do alvo. Quando usados como
parceiros em combinagoes sinérgicas, serao alcangados resultados mais eficientes e
personalizados, permitindo que a combinagao concorra com as imunoterapias atuais ja
existentes no mercado®. Desta forma, a nanotecnologia ira fornecer uma breve solugio
robusta, eficaz, confidvel e segura para a detegao e tratamento do cancro. No entanto, embora
esta seja uma abordagem bastante promissora para combater o cancro, ainda existem varios
obstaculos a serem superados, nomeadamente mais estudos multidisciplinares e abrangentes®.

Apesar das descobertas recentes relativas ao saRNA e até a sua otimizagao, o taRNA,
muitos investigadores pensam que o circRNA tera um enorme impacto na forma como se
pensa sobre a terapéutica proteica, abrindo desta forma todo um mundo de possibilidades na
forma como tratamos doencas e aliviamos o sofrimento humano. Com iniUmeras fungdes em
diversos mecanismos celulares, esta € uma classe de RNA que apesar de no seu inicio nao ter
suscitado muito interesse e curiosidade, ird certamente ser investigada por muitos®?.

O mundo das terapéuticas de RNA esta apenas no inicio de um longo percurso
promissor. Muitos investigadores acreditam que esta sera a classe do futuro e que permitira

melhorar o tratamento de inilmeras doencas®.

89



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

Referéncias Bibliograficas

|. DAILEY, Gabrielle P.; CROSBY, Erika J.; HARTMAN, Zachary C. - Cancer vaccine strategies
using self-replicating RNA viral platforms. Cancer Gene Therapy. ISSN [476-5500. 30:6
(2023) 794-802. doi: 10.1038/s41417-022-00499-6.

2. Nanotechnology: a promising approach for cancer diagnosis, therapeutics and
theragnosis - pubmed - [Consult. 19 ago. 2023]. Disponivel em https://pubmed.ncbi.nlm.nih.
gov/36051353/

3. ZHANG, Ye et al. - Nanotechnology in cancer diagnosis: progress, challenges and
opportunities. Journal of Hematology & Oncology. ISSN 1756-8722. 12:1 (2019) 137. doi:
10.1186/s13045-019-0833-3.

4. CHEN, Tianshu et al. - DNA nanotechnology for cancer diagnosis and therapy.
International Journal of Molecular Sciences. ISSN 1422-0067. 19:6 (2018) 1671. doi:
10.3390/ijms 1906 1671.

5. SHAMS, Forough et al. - Nanotechnology-based products for cancer immunotherapy.
Molecular Biology Reports. ISSN 1573-4978. 49:2 (2022) 1389-1412. doi: 10.1007/s11033-
021-06876-y.

6. RNA nanotechnology-mediated cancer immunotherapy - pubmed - [Consult. 19

ago. 2023]. Disponivel em https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31903 120/

7. BAYDA, Samer et al. - The history of nanoscience and nanotechnology: from chemical-
physical applications to nanomedicine. Molecules (Basel, Switzerland). ISSN 1420-3049.
25:1 (2019) 112. doi: 10.3390/molecules250101 12.

8. BOCKAMP, Ernesto et al. - Nano-enhanced cancer immunotherapy: immunology
encounters nanotechnology. Cells. ISSN 2073-4409. 9:9 (2020) 2102. doi: 10.3390/cells90
92102.

9. TO, Kenneth K. W.; CHO, William C. S. - An overview of rational design of mMRNA-based
therapeutics and vaccines. Expert Opinion on Drug Discovery. ISSN 1746-0441. 16:11
(2021) 1307-1317. doi: 10.1080/17460441.2021.1935859.

0. LORENTZEN, Cathrine Lund et al. - Clinical advances and ongoing trials on mRNA
vaccines for cancer treatment. The Lancet. Oncology. ISSN 1474-5488. 23:10 (2022) e450—
e458. doi: 10.1016/S1470-2045(22)00372-2.

I'1. FRIEDRICH, Maik; AIGNER, Achim - Therapeutic siRNA: state-of-the-art and future

90



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

perspectives. Biodrugs. ISSN 1173-8804. 36:5 (2022) 549-571. doi: 10.1007/s40259-022-
00549-3.

[2. ZHU, Yiran et al. - RNA-based therapeutics: an overview and prospectus. Cell Death &
Disease. ISSN 2041-4889. 13:7 (2022) 644. doi: 10.1038/s41419-022-05075-2.

I3. IAVARONE, Carlo et al. - Mechanism of action of mMRNA-based vaccines. Expert Review
of Vaccines. ISSN 1744-8395. 16:9 (2017) 871-881. doi: 10.1080/14760584.2017.1355245.

4. SOBHANI, Navid et al. - Therapeutic cancer vaccines: from biological mechanisms and
engineering to ongoing clinical trials. Cancer Treatment Reviews. ISSN 0305-7372.

109:2022) 102429. doi: 10.1016/j.ctrv.2022.102429.

I5. CASTILLO-HAIR, Sebastian M.; SEELIG, Georg - Machine learning for designing next-
generation mRNA therapeutics. Accounts of Chemical Research. ISSN 1520-4898. 55:1
(2022) 24-34. doi: 10.1021/acs.accounts.|1c00621.

16. ZHANG, Cuiling et al. - Advances in mRNA vaccines for infectious diseases. Frontiers in

Immunology. ISSN 1664-3224. 10:2019) 594. doi: 10.3389/fimmu.2019.00594.

[7. XU, Shugqin et al. - mRNA vaccine era-mechanisms, drug platform and clinical prospection.
International Journal of Molecular Sciences. ISSN 1422-0067. 21:18 (2020) 6582. doi:
10.3390/ijms21 186582.

I8. SUN, Han et al. - mRNA-based therapeutics in cancer treatment. Pharmaceutics. ISSN

1999-4923. 15:2 (2023) 622. doi: 10.3390/pharmaceutics|5020622.

[9. XIAO, Yufen et al. - Emerging mRNA technologies: delivery strategies and biomedical
applications. Chemical Society Reviews. ISSN 1460-4744. 51:10 (2022) 3828-3845. doi:
10.1039/d1cs00617g.

20. VISHWESHWARAIAH, Yashavantha L.; DOKHOLYAN, Nikolay V. - mRNA vaccines for
cancer immunotherapy. Frontiers in Immunology. ISSN 1664-3224. 13:2022) 1029069. doi:
10.3389/fimmu.2022.1029069.

21. BLAKNEY, Anna K.; IP, Shell; GEALL, Andrew |. - An update on self-amplifying mRNA
vaccine development. Vaccines. ISSN 2076-393X. 9:2 (2021) 97. doi: 10.3390/vaccines
9020097.

22. LIU, Chuang et al. - mRNA-based cancer therapeutics. Nature Reviews. Cancer. ISSN
1474-1768. 23:8 (2023) 526—-543. doi: 10.1038/s41568-023-00586-2.

23. PATEL, Rikin et al. - A comprehensive review of SARS-CoV-2 vaccines: Pfizer, Moderna &

91



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

Johnson & Johnson. Human Vaccines & Immunotherapeutics. ISSN 2164-5515. 18:1

([s.d.]) 2002083. doi: 10.1080/21645515.2021.2002083.

24. LORENTZEN, Cathrine Lund et al. - Clinical advances and ongoing trials on mRNA
vaccines for cancer treatment. The Lancet. Oncology. ISSN 1474-5488. 23:10 (2022) e450-
e458. doi: 10.1016/S1470-2045(22)00372-2.

25. SAHIN, Ugur et al. - Personalized RNA mutanome vaccines mobilize poly-specific
therapeutic immunity against cancer. Nature. ISSN 1476-4687. 547:7662 (2017) 222-226. doi:
10.1038/nature23003.

26. mRNA therapeutics in cancer immunotherapy - PMC - [Consult. 29 ago. 2023].
Disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8047518/

27. SAHIN, Ugur et al. - An RNA vaccine drives immunity in checkpoint-inhibitor-treated
melanoma. Nature. ISSN 1476-4687. 585:7823 (2020) 107—112. doi: 10.1038/s41586-020-
2537-9.

28. CAFRI, Gal et al. - mRNA vaccine-induced neoantigen-specific T cell immunity in patients
with gastrointestinal cancer. The Journal of Clinical Investigation. ISSN 1558-8238.
130:11 (2020) 5976-5988. doi: 10.1172/JCI1134915.

29. MODERNATX, INC. - A phase |, open-label, multicenter study to assess the
safety, tolerability, and immunogenicity of mMRNA-4157 alone in subjects with
resected solid tumors and in combination with pembrolizumab in subjects with
unresectable solid tumors: clinicaltrials.gov, 10 jul. 2023 (Relatério n.NCT03313778).
[Consult. 29 ago. 2023]. Disponivel em https://clinicaltrials.gov/study/NCT03313778

30. SCORZA, Francesco Berlanda; PARDI, Norbert - New kids on the block: RNA-based
Influenza virus vaccines. Vaccines. ISSN 2076-393X. 6:2 (2018) 20. doi: 10.3390/vaccines
6020020.

31. SZABO, Gabor Tamas; MAHINY, Azita Josefine; VLATKOVIC, Irena - COVID-19 mRNA
vaccines: platforms and current developments. Molecular Therapy: The Journal of the
American Society of Gene Therapy. ISSN 1525-0024. 30:5 (2022) 1850-1868. doi:
10.1016/j.ymthe.2022.02.016.

32. KLOCZEWIAK, Marek et al. - A biopharmaceutical perspective on higher-order structure
and thermal stability of mRNA vaccines. Molecular Pharmaceutics. ISSN 1543-8392. 19:7
(2022) 2022-2031. doi: 10.1021/acs.molpharmaceut.2c00092.

33. DOLGIN, Elie - Startups set off new wave of mRNA therapeutics. Nature

92



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

Biotechnology. ISSN 1546-1696. 39:9 (2021) 1029—-1031. doi: 10.1038/s41587-021-01056-6.

34. ZHANG, Shunhao et al. - Circular RNA: a promising new star for the diagnosis and
treatment of colorectal cancer. Cancer Medicine. ISSN 2045-7634. 10:24 (202 1) 8725-8740.
doi: 10.1002/cam4.4398.

35. LI, Weizhen et al. - Circular RNA in cancer development and immune regulation. Journal
of Cellular and Molecular Medicine. ISSN 1582-4934. 26:6 (2022) 1785-1798. doi:
10.1111/jemm.16102.

36. KRISTENSEN, L. S. et al. - Circular RNAs in cancer: opportunities and challenges in the
field. Oncogene. ISSN 1476-5594. 37:5 (2018) 555-565. doi: 10.1038/0nc.2017.361.

37. HOU, Xucheng et al. - Lipid nanoparticles for mRNA delivery. Nature Reviews
Materials. ISSN 2058-8437. 6:12 (2021) 1078-1094. doi: 10.1038/s41578-021-00358-0.

38. BAI, Yu et al. - Research progress on circular RNA vaccines. Frontiers in Immunology.

ISSN 1664-3224. 13:2022) 1091797. doi: 10.3389/fimmu.2022.1091797.

39. LOAN YOUNG, Tiana et al. - Clinical delivery of circular RNA: lessons learned from RNA
drug development. Advanced Drug Delivery Reviews. ISSN 1872-8294. 197:2023)
| 14826. doi: 10.1016/j.addr.2023.114826.

40. JAGTAP, Urmila; ANDERSON, Erik S.; SLACK, Frank J. - The emerging value of circular
noncoding RNA research in cancer diagnosis and treatment. Cancer Research. ISSN 1538-

7445. 83:6 (2023) 809-813. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-22-3014.

41. CHEN, Robert et al. - Engineering circular RNA for enhanced protein production. Nature
Biotechnology. ISSN 1546-1696. 41:2 (2023) 262-272. doi: 10.1038/s41587-022-01393-0.

42. AMAYA, Llaura et al. - Circular RNA vaccine induces potent T cell responses.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.

ISSN 1091-6490. 120:20 (2023) €2302191120. doi: 10.1073/pnas.2302191 120.

43. HUANG, Xiangang et al. - The landscape of mMRNA nanomedicine. Nature Medicine.
ISSN 1546-170X. 28:11 (2022) 2273-2287. doi: 10.1038/s41591-022-02061-1.

44. KRAHLING, Verena et dl. - Self-amplifying RNA vaccine protects mice against lethal Ebola
virus infection. Molecular Therapy: The Journal of the American Society of Gene

Therapy. ISSN 1525-0024. 31:2 (2023) 374-386. doi: 10.1016/j.ymthe.2022.10.01I.

45. SCHMIDT, Christin; SCHNIERLE, Barbara S. - Self-Amplifying RNA vaccine candidates:

alternative platforms for mRNA vaccine development. Pathogens (Basel, Switzerland).

93



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

ISSN 2076-0817. 12:1 (2023) 138. doi: 10.3390/pathogens|2010138.

46. BLOOM, Kristie; BERG, Fiona VAN DEN; ARBUTHNOT, Patrick - Self-amplifying RNA
vaccines for infectious diseases. Gene Therapy. ISSN 1476-5462. 28:3 (2021) |117-129. doi:
10.1038/s41434-020-00204-y.

47. PAPUKASHYVILI, Dimitri et al. - Self-amplifying RNA approach for protein replacement
therapy. International Journal of Molecular Sciences. ISSN 1422-0067. 23:21 (2022)
12884. doi: 10.3390/ijms2321 12884.

48. BLAKNEY, Anna K. et al. - Inside out: optimization of lipid nanoparticle formulations for
exterior complexation and in vivo delivery of saRNA. Gene Therapy. ISSN 1476-5462. 26:9
(2019) 363-372. doi: 10.1038/s41434-019-0095-2.

49. PERKOVIC, Mario et al. - A trans-amplifying RNA simplified to essential elements is highly
replicative and robustly immunogenic in mice. Molecular Therapy. ISSN 1525-0016. 2023).
doi: 10.1016/j.ymthe.2023.01.019.

50. LUNDSTROM, Kenneth - Trans-amplifying RNA: Translational application in gene therapy.
Molecular Therapy: The Journal of the American Society of Gene Therapy. ISSN
1525-0024. 31:6 (2023) 1507—1508. doi: 10.1016/j.ymthe.2023.03.015.

51. BOUAZZAQUI, Abdellatif et al. - Strategies for vaccination: conventional vaccine

approaches versus new-generation strategies in combination with adjuvants. Pharmaceutics.

ISSN 1999-4923. 13:2 (2021) 140. doi: 10.3390/pharmaceutics13020140.

52. BEISSERT, Tim et al. - A trans-amplifying RNA vaccine strategy for induction of potent
protective immunity. Molecular Therapy. ISSN 1525-0016. 28:1 (2020) |19-128. doi:
10.1016/j.ymthe.2019.09.009.

53. ZHANG, Yuebao et al. - Lipids and lipid derivatives for RNA delivery. Chemical Reviews.
ISSN 1520-6890. 121:20 (2021) 12181-12277. doi: 10.1021/acs.chemrev.1c00244.

54. BLAKNEY, Anna K. et al. - Polymeric and lipid nanoparticles for delivery of self-amplifying
RNA vaccines. Journal of Controlled Release: Official Journal of the Controlled

Release Society. ISSN 1873-4995. 338:2021) 201-210. doi: 10.1016/j.jconrel.2021.08.029.

55. LIU, Gary W. et al. - Lipid nanoparticles for nucleic acid delivery to endothelial cells.
Pharmaceutical Research. ISSN 1573-904X. 40:1 (2023) 3-25. doi: 10.1007/s11095-023-
03471-7.

56. ]DG, Comes; GP, Pijlman; TAH, Hick - Rise of the RNA machines - self-amplification in
mRNA vaccine design. Trends in biotechnology. ISSN 1879-3096. 2023). doi:

94



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

10.1016/j.tibtech.2023.05.007.

57. GUEVARA, Maria L.; PERSANO, Francesca; PERSANO, Stefano - Advances in lipid
nanoparticles for mRNA-based cancer immunotherapy. Frontiers in Chemistry. ISSN

2296-2646. 8:2020) 589959. doi: 10.3389/fchem.2020.589959.

58. SCHMIDT, Christin et al. - A bivalent trans-amplifying RNA vaccine candidate induces
potent chikungunya and ross river virus specific inmune responses. Vaccines. ISSN 2076-

393X. 10:9 (2022) 1374. doi: 10.3390/vaccines|0091374.

59. FERDOWS, Bijan Emiliano et al. - RNA cancer nanomedicine: nanotechnology-mediated
RNA therapy. Nanoscale. ISSN 2040-3372. 14:12 (2022) 4448—4455. doi: 10.1039/d1nr06
991h.

60. SONG, Wantong; ANSELMO, Aaron C.; HUANG, Leaf - Nanotechnology intervention of
the microbiome for cancer therapy. Nature Nanotechnology. ISSN 1748-3395. [4:12
(2019) 1093—1103. doi: 10.1038/s41565-019-0589-5.

61. TREGONING, John S. et al. - Formulation, inflammation, and RNA sensing impact the

immunogenicity of self-amplifying RNA vaccines. Molecular Therapy. Nucleic Acids. ISSN
2162-2531. 31:2023) 29—42. doi: 10.1016/j.omtn.2022.11.024.

62. SILVA-PILIPICH, Noelia et al. - Intratumoral electroporation of a self-amplifying RNA
expressing IL-12 induces antitumor effects in mouse models of cancer. Molecular Therapy.

Nucleic Acids. ISSN 2162-2531. 29:2022) 387-399. doi: 10.1016/j.omtn.2022.07.020.

63. KAIRUZ, Dylan et al. - Production, characterization, and assessment of permanently
cationic and ionizable lipid nanoparticles for use in the delivery of self-amplifying RNA vaccines.

Pharmaceutics. ISSN 1999-4923. 15:4 (2023) 1173. doi: 10.3390/pharmaceutics15041173.

64. WANG, Hong-Li; WANG, Zhi-Gang; LIU, Shu-Lin - Lipid nanoparticles for mRNA delivery
to enhance cancer immunotherapy. Molecules (Basel, Switzerland). ISSN [420-3049.

27:17 (2022) 5607. doi: 10.3390/molecules27175607.

65. KWOK, Albert; RAULF, Nina; HABIB, Nagy - Developing small activating RNA as a
therapeutic: current challenges and promises. Therapeutic Delivery. ISSN 2041-6008. 10:3
(2019) 151-164. doi: 10.4155/tde-2018-0061.

66. HALD ALBERTSEN, Camilla et al. - The role of lipid components in lipid nanoparticles for
vaccines and gene therapy. Advanced Drug Delivery Reviews. ISSN 1872-8294. 188:2022)
[14416. doi: 10.1016/j.addr.2022.114416.

67. EYGERIS, Yulia et al. - Chemistry of lipid nanoparticles for RNA delivery. Accounts of
95



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

Chemical Research. ISSN 1520-4898. 55:1 (2022) 2—12. doi: 10.1021/acs.accounts. | c00544.

68. TENCHOV, Rumiana et al. - Lipid nanoparticles—from liposomes to mRNA vaccine
delivery, a landscape of research diversity and advancement. ACS nano. ISSN [936-086X.
[5:11 (2021) 16982—17015. doi: 10.1021/acsnano.1c04996.

69. BLAKNEY, Anna K. et al. - The skin you are in design-of-experiments optimization of lipid
nanoparticle self-amplifying RNA formulations in human skin explants. ACS nano. ISSN [936-
086X. 13:5 (2019) 5920-5930. doi: 10.1021/acsnano.9b01774.

70. LY, Han Han et al. - Optimization of lipid nanoparticles for saRNA expression and cellular
activation using a design-of-experiment approach. Molecular Pharmaceutics. ISSN |543-

8392. 19:6 (2022) 1892—-1905. doi: 10.102 |/acs.molpharmaceut.2c00032.

71. ABASHKIN, Viktar et al. - Silver nanoparticles modified by carbosilane dendrons and PEG

as delivery vectors of small interfering RNA. International Journal of Molecular Sciences.

ISSN 1422-0067. 24:1 (2023) 840. doi: 10.3390/ijms24010840.

72. KIM, Jeonghwan et al. - Self-assembled mRNA vaccines. Advanced Drug Delivery
Reviews. ISSN 1872-8294. 170:2021) 83—112. doi: 10.1016/j.addr.2020.12.014.

73. ANDERLUZZI, Giulia et al. - The role of nanoparticle format and route of administration

on self-amplifying mMRNA vaccine potency. Journal of Controlled Release: Official
Journal of the Controlled Release Society. ISSN 1873-4995. 342:2022) 388-399. doi:
10.1016/j.jconrel.2021.12.008.

74. REN, Longxin et al. - Mechanisms of circular RNA degradation. Communications

Biology. ISSN 2399-3642. 5:1 (2022) 1355. doi: 10.1038/s42003-022-04262-3.

75. NIELSEN, Anne F. et al. - Best practice standards for circular RNA research. Nature
Methods. ISSN 1548-7105. 19:10 (2022) 1208-1220. doi: 10.1038/s41592-022-01487-2.

76. CHEN, Xiaolan et al. - Circular RNA in disease: basic properties and biomedical relevance.

WIREs RNA. ISSN 1757-7012. 13:6 (2022) el723. doi: 10.1002/wrna.1723.

77. SILVA-PILIPICH, Noelia et al. - Local delivery of optimized nanobodies targeting the PD-

[/PD-LI axis with a self-amplifying RNA viral vector induces potent antitumor responses.

Cancer Letters. ISSN 1872-7980. 561:2023) 216139. doi: 10.1016/j.canlet.2023.216139.

78. Y, Liu; Y, Li; Q, Hu - Advances in saRNA vaccine research against emerging/re-emerging

viruses. Vaccines. ISSN 2076-393X. | 1:7 (2023). doi: 10.3390/vaccines!1071142.

79. PALMER, Christine D. et al. - Individualized, heterologous chimpanzee adenovirus and self-

96



“As Novas Abordagens Terapéuticas de RNA: Circular RNA, Self-amplifying RNA e Trans-amplifying RNA”

amplifying mRNA neoantigen vaccine for advanced metastatic solid tumors: phase | trial
interim results. Nature Medicine. ISSN [546-170X. 28:8 (2022) 1619-1629. doi:
10.1038/s41591-022-01937-6.

80. CHATURVEDI, Vivek K. et al. - Cancer nanotechnology: a new revolution for cancer
diagnosis and therapy. Current Drug Metabolism. ISSN 1875-5453. 20:6 (2019) 416—429.
doi: 10.2174/1389200219666180918111528.

81. LI, Yingzhong et al. - Multifunctional oncolytic nanoparticles deliver self-replicating IL-12

RNA to eliminate established tumors and prime systemic immunity. Nature Cancer. ISSN

2662-1347. 1:9 (2020) 882-893. doi: 10.1038/s43018-020-0095-6.

82. LI, Yingzhong et al. - In vitro evolution of enhanced RNA replicons for immunotherapy.

Scientific Reports. ISSN 2045-2322. 9:1 (2019) 6932. doi: 10.1038/s41598-019-43422-0.

83. Study Record | ClinicalTrials.gov - [Consult. 24 ago. 2023]. Disponivel em
https://clinicaltrials.gov/study/NCT05456 | 65?cond=cancer&term=self-amplifying&rank=1

84. Study Record | ClinicalTrials.gov - [Consult. 24 ago. 2023]. Disponivel em
https://clinicaltrials.gov/study/NCT0363294 | .cond=cancer&term=self-amplifying&rank=2

85. CROSBY, Erika . et al. - Long-term survival of patients with stage Ill colon cancer treated
with VRP-CEA(6D), an alphavirus vector that increases the CD8+ effector memory T cell to
Treg ratio. Journal for Immunotherapy of Cancer. ISSN 205[-1426. 8:2 (2020) e001662.
doi: 10.1136/jitc-2020-001662.

97





